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P ART  O N E . S P E C  I A T I O N  OF MERCURY BY G . C . - A . A .
A n e w g r a p h i t e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  <. A.  A.  ) d e t e c t o r  - f or  
g a s  c h r o m a t o g r a p h y  < G . C .  > h a s  b e e n  d e v e l o p e d .  I t  w a s  
d i r e c t l y  i n t e r f a c e d  t o  a  g a s  c h r o m a t o g r a p h  t h r o u g h  a  pyr e ; - ;  
t r a n s f e r  l i n e .  T h e  i n t e r f a c e d  G . C . - t h e r m a l  a t o m i z e r  A . A .  
s y s t e m  w a s  u s e d  t o  s p e c i a t e  a n d  d e t e r m i n e  v o l a t i l e  m e r c u r y  
c o mp o u n  d s  i n  p e r  s p  i r  a t  i o n  a n d  u r  i n e  .
Th i s  i n t e r f a c e d  s y s t e m  e x h i b i t e d  t h e  e x c e l l e n t  
s e l e c t i v i t y  a n d  h i g h  s e n s i t i v i t y  t o  m e r c u r y  c o m p o u n d s . 
B e c a u s e  o f  h i g h  s e n s i t i v i t y  n o  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  w a s  
n e c e s s a r y ,• a v o i d i n g  l o s s e s  a n d  c o n t a m i n a t i o n  w h i c h  o f t e n  
o c c u r  s  d 14 r  i n g s  a mp  1 e p r e t r e a t  me n t  .
To  t  a 1 me r  c u r y  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t  e  r  m i n e d  w i t h  a  
q u a r t z  T a t o m i c  a b s o r p t i o n  s y s t e m  b y  d i r e c t  i n j e c t i o n  
me t  h o d  w i  t  h o  u t  s  a mp  1 e  p r e t r e a t  me n t .
T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  i n o r g a n i c  m e r c u r y  w a s  t h e  o n l y  
v o 1 a t i 1 e me r c u r v  s p e c i e s  i n  t h e  s  a  m p 1 e  s . Th  e y a l s o  
i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  u n i d e n t i f i e d  n o n v o l a t i l e  m e r c u r y .  
H o w e v e r  . i n o r g a n i c  m e r c u r y  s e e m e d  t o  b e  t h e  m a j o r  f o r m  o f  
m e r c u r y  e x c r e t  i o n  f  r o m  h u m a n  b o d  i e s  .
F A R T  TNG.  I NT E R F AC I NG H . P . L . C .  AND A . A .  FOR METAL 
S P E C I A T I O N  S T U D I E S
A n e w t i t a n i u m  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  w a s  u s e d  f o r  
s a m p l e  i n t r o d u c t i o n  a n d  a e r o s o l  g e n e r a t i o n  f o r  a  f l a m e  
a t o m i c  a b s o r p t i o n  (. A . A . > u n i t .  Th i s  n e w n e b u l  i z a t  i o n
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s y s t e m  w i t h  t h e  h e l p  o-f a  d e s o l v a t i o n  d e v i c e  p r o v i d e d  
r e p r o d u c i b l e  p e r f o r m a n c e  a n d  s h o w e d  i m p r o v e d  s e n s i t i v i t i e s  
t h a n  t y p i c a l  c o m m e r c i a l  p n e u m a t i c a l  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r .
E x t e n s i v e  e v a l u t i o n s  o n  f a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e  
p e r f o r m a n c e  o f  t h e  A . A .  u n i t  w e r e  c a r r i e d  o u t .  T h e s e  
f a c t o r s  i n c l u d e d  d r o p l e t  d e s o l v a t i o n ,  u l t r a s o n i c  f r e q u e n c y ,  
e l e m e n t  p r o p e r t y  a n d  g a s  f l o w  c o n t r o l .
T h i s  n e b u l i z e r  w a s  a l s o  u s e d  t o  i n t e r f a c e d  f l a m e  A . A .  
w i t h  a  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h  < H . P . L . C .  ) 
u n i t  w i t h o u t  l o s i n g  r e s o l u t i o n ,  u s i n g  a  p i e c e  o f  c a p i l l a r y  
s t a i n l e s s  s t e e l  t u b i n g .
T h e  i n t e r f a c e d  H . P . L . C . - A . A .  s y s t e m  w a s  u s e d  t o  
s p e c i a t e  C r  C I I I )  a n d  Cr  ( V I )  u s i n g  r e v e r s e d - p h a s e d  
t e c h n i q u e .  I t  w a s  a l s o  u t i l i z e d  t o  s p e c i a t e  z i n c  a n d  
m a g n e s i u m  i n  u r i n e  u s i n g  i o n  c h r o m a t o g r a p h i c  m e t h o d  w i t h  
d i r e c t  i n j e c t i o n .
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P A R T ONE
S P E C I A T I O N  OF MERCURY EY G . C . - A . A .
CHAPTER 1 - I NTRODUCTI ON
A . T O X I C I T Y  OF MERCURY
M e r c u r y  i s  t h e  - t h i r d  m e m b e r  o-f t h e  z i n c  a n d  c a d m i u m  
■f a  m i 1 y . Me mb e r  s  o f  t  h i s  f  a  m i 1 y h a  v e  c o m p a r a t  i u e l y  h i g h  
e l e c t r o n e g a t  i v  i t y  v a l u e s  f o r  m e t a l l i c  e l e m e n t s ,  a n d  f o r m  b o n d s  
w i t h  n o n m e t a l s  o f  s i g n i f i c a n t  c o v a l e n t  c h a r a c t e r s .  T h e  
c o v a l e n t  p r o p e r t i e s  i n c r e a s e  g o i n g  d o w n  t h e  f a m i l y  f r o m  z i n c  t o  
m e r c u r y  .
O c h i a i ( l )  h a s  d i v i d e d  g e n e r a l  t o x i c i t y  m e c h a n i s m s  f o r  
m e t a l  i o n s  i n t o  t h e  f o l l o w i n g  c a t e g o r i e s : ( a ?  b l o c k i n g  o f  t h e  
e s s e n t  i s !  b i o l o g i c a l  f u n c t i o n a l  g r o u p s  o f  b i o m o l e c u l e s  ( e . g . ,  
p r o t e i n s  a n d  e n z y m e s ? "  < b ? d i s p l a c i n g  t h e  e s s e n t i a l  m e t a l  i o n  
i n  b i o m o l e c u l e s "  a n d  < c ?  m o d i f y i n g  t h e  a c t i v e  c o n f o r m a t i o n  o f  
b i o m o l e c u l e s .  T o x i c i t y  s e q u e n c e s  b a s e d  on  O c h i a i ' s  c a t e g o r i e s  
w e r e  s u m r n a r i e d  b y  N i e b o e r  a n d  R i c h a r d s o n  f o r  d i f f e r e n t  m e t a l  
i o n s  t o w a r d  d i f f e r e n t  o r g a n i s m s  < 2 ? .  M e t a l  i o n s  s t u d i e d  
i n c l u d e  Hg , Cu , Cd , F e  , C r  , Zn ,  N i  , C o ,  Mn , Ag ,  C a , F'd , S r  ,  Mg ,  
L i ,  A 1 , P b , e t c .  M e r c u r y  i o n  w i t h  A g , T1 a n d  Cd s h o w s  t h e  
h i g h e s t  t o x i c  e f f e c t s  a m o n g  a l l  t h e  me t  a. 1 i o n s  s t u d i e d .
Me r  c u r  y i s  a  v e r  y t  o x i c , c u m u l a t i v e  p o i s o n .  Th  e t o x i c i t y  
o f  m e r c u r y  v a r i e s  g r e a t l y  w i t h  i t s  c h e m i c a l  f o r m ( 3 ) . M o n o v a l e n t  
m e r c u r y  i s  r e l a t i v e l y  l e s s  t o x i c  d u e  t o  t h e  l o w  s o l u b i l i t y  o f  
i t s  s a l t s .  C a l o m e l ,  m e r c u r o u s  c h l o r i d e  ( H g ^ C l ^ ? ,  h a s  b e e n  u s e d
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m e d i c a l l y  a s  a  c a i h a r l  i c  , d i u r e t i c ,  a n t i s e p t i c  a n d  
a n t i s y p h i l i t i c .  H o w e v e r ,  t i s s u e s  a n d  e r y t h r o c y t e s  c a n  o x i d i z e  
mon  o v a  1 e  n t  m e r c u r y  t o  h i g h l y  t o x i c  d i v a l e n t  m e r c u r y  w h i c h  i s  
mo r e  s o l u b l e  t h a n  t h e  mo n o  v a l e n t  o n e .
T h e  t o x i c i t y  o f  m e r c u r y  i o n  i s  a t t r i b u t e d  t o  i t s  h i g h  
a f f i n i t y  - f o r  s u 1 f u r - c o n t a  i n i n g  c o m p o u n d s  a n d  i t s  a f f i n i t y  f o r  
c t h e r  o r g a n  i c  1 i g a n d s  .
A c u t e  m e r c u r y  p o i s o n i n g  c a n  r e s u l t  f r o m  i n h a l a t i o n  o f  
i n o r g a n  i c  m e r c u r y  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s .  S y m p t o m s  a r e  
m e t a l l i c  t a s t e ,  n a u s e a ,  a b d o m i n a l  p a i n ,  v o m i t t i n g , d i a r r h e a ,  
h e a d a c h e ,  a n u r i a  a n d  s a l i v a t i o n .  T h e  K i d n e y  a n d  i n t e s t i n a l  
t r a c t  a r e  p r i m a r i l y  i n v o l v e d .  T h e  s t o m a c h ,  g u m s  a n d  s a l  i v a r y  
g l a n d s  ma  y b e c o m e  i n f 1 a  me d .
C h r o n i c  i n o r g a n i c  m e r c u r y  p o i s o n i n g  c a n  r e s u l t  f r o m  
e x p o s u r e  t o  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m e r c u r y .  C h r o n i c  p o i s o n i n g  by  
i n o r g a n i c  m e r c u r y  a f f e c t s  p r i m a r i l y  t h e  n e r v o u s  s y s t e m .  S I i g h t  
a n e m i a ,  h y p o t h y r  o i d  i s r n  a n d  i n c r e a s e d  e x c i t a b i l i t y  ma y  r e s u l t  
f r o m  l o w  o c c u p a t i o n a l  e  x p  o s  u r e s  .
B o t h  t h e  l i q u i d  a n d  v a p o r  f o r m  o f  e l e m e n t a l  m e r c u r y  a r e  
t o x i c  d u e  t o  t h e i r  l i p i d  s o l u b i l i t y ,  l a c k '  o f  c h a r g e  a n d  h i g h  
me mb r  a  n e  p e r  me a b i l i t y .  E 1 e me n t  a 1 me r c u r  y i n t h e  v a  p o r  f  o r m i s  
m o r e  h a z a r d o u s  t h a n  i n  t h e  l i q u i d  f o r m .  O r a l  i n g e s t i o n  o f  
s m a l l  q u a n t i t i e s  o f  m e t a l  i s  l e s s  h a z a d o u s  s i n c e  i t  i s  
r e l a t i v e l y  i n e r t  < e . g . ,  d e n t a l  a m a l g a m s ) .  L i q u i d  e l e m e n t a l  
m e r c u r y  h a s  a  s i g n i f i c a n t  v a p o r  p r e s s u r e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  
a n d  t h e  v a p o r  c a n  h a v e  s e v e r e  p h y s i o l o g i c a l  e f f e c t s  i f  i n h a l e d
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E l e m e n t a l  m e r c u r y ,  o n c e  i n h a l e d ,  w i l l  p e n e t r a t e  a l l  b o d y  
t i s s u e  a n d  b e  c o n v e r t e d  i n t o  m e r c u r y  i o n s  w h i c h  a r e  p a r t i a l l y  
t r a n s p o r t e d  i n  t h e  b l o o d  p l a s m a .  I t  w i l l  a c c u m u l a t e  i n  t h e  
b r a i n ,  n e r v o u s  t i s s u e s ,  s a l i v a r y  g l a n d s ,  l i v e r .  K i d n e y s ,  s p l e e n  
a n d  b o n e ( P ) . H a v i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  i n t e r m i d i a t e  b e t w e e n  
i n o r g a n i c  a n d  o r g a n o a l K y l  m e r c u r y ,  e l e m e n t a l  m e r c u r y  i s  
s o m e w h a t  m o r e  t o x i c  t h a n  t h e  - f o r m e r  b u t  l e s s  t o x i c  t h a n  t h e  
o r g a n  i c  m e r c u r y  c o m p o u n d s .
O r g a n o m e r c u r y  c o m p o u n d s  a r e  - f a r  m o r e  t o x i c  t h a n  i n o r g a n i c  
m e r c u r y  s p e c i e s .  T h e y  a r e  l i p i d  s o l u b l e  a n d  d i - f - f i c u l t  t o  
d e c o m p o s e  a n d  b e  e x c r e t e d  b y  h i g h e r  o r g a n i s m .  T h e y  t e n d  t o  b e  
c o n c e n t r a t e d  i n  o r g a n i c  t i s s u e s  i n  t h e  - f o o d  c h a i n < 7 ) < S ) < 9 > .  
M e t h y l  m e r c u r y  i s  e x t r e m e l y  t o x i c  a n d  i t s  c o n c e n t r a t i o n  a n d  
■ f a t e  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  a r e  o-f p a r t i c u l a r  c o n c e r n .  I n o r g a n i c  
m e r c u r y  c a n  b e  t r a n s f o r m e d  i n t o  m e t h y 1 m e r c u r y  w h i c h  c a n  b e  
a b s o r b e d  a n d  c o n c e n t r a t e d  b y  a q u a t i c  s p e c i e s  i n  a q u a t i c  
e c o s y s t e m s  < 1 0 ) .  N o t  o n l y  i s  me t  h y 1 m e r  c u r  y v o l a t i l e  b u t ,  i-f 
i n g e s t e d ,  i t  p r o d u c e s  a n  i n s i d i o u s  d e s t r u c t i v e  l e s i o n  o-f t h e  
b r a i n  a n d  n e r v o u s  s y s t e m  w h i c h  ma y  b e  l a r g e l y  i r r e v e r s i b l e .
T h e  m o s t  t o x i c  - f o r m o f  m e r c u r y ,  m e t h y  1 m e r c u r y  , w a s  
p r e f e r - e n t  i a l  l y  b o u n d  t o  p r o t e i n  o n c e  a b s o r b e d  < 1 1 ) .  I n h i b i t i o n  
o f  n e u r o t r a n s m i t t e r  e n z y m e s  i n  r a t  c e r e b e l l u m  f o l l o w i n g  
m e t h y l  m e r c u r y  e x p o s u r e  w a s  r e p o r t e d  < 1 £ ) .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  
s t u d y  i n d i c a t e  t h a t  m e t h y l  m e r c u r y  e x p o s u r e  d o e s  p r o d u c e  
c h a n g e s  i n  t h e  a c t i v i t i e s  o f  s e v e r a l  c e n t r a l  n e u r o t r a n s m i t t e r
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e n z y m e s .
S y m p t o m s  r e s u l t i n g  - f r o m o r g  a n  o m e r c u r y  p o i s o n i n g ,  
e s p e c i a l l y  a l K y l m e r  c u r  y , i n c l u d e  d r y n e s s  a n d  i r r i t a t i o n  i n  t h e  
n a s o p h a r y n x  a n d  m o u t h  , n u m b n e s s  o-f t h e  h a n d s  a n d  f e e t  a n d  
d a m a g e s  o n  t h e  s K i n  . S p e e c h  ma y  b e c o m e  s l u r r e d  a n d  s i g h t  a n d  
h e a r i n g  ma y  b e  i m p a i r e d .  I n  s e v e r e  c a s e s ,  o r g a n o m e r c u r y  c a u s e s  
p e r m a n e n t  n e u r o l o g i c a l  d a m a g e s .  M e t h y l  m e r c u r y  i s  K n o wn  t o  
a  c  c umu l a t e  a l s o  i n  t h e  f e t u s .  Ne u r  o 1 o g i c a  1 d i s o r d e r s  s u c h  a s  
m e n t a l  r e t a r d a t i o n  a n d  c o n v u l s i v e  c e r e b r a l  p a l s y  h a v e  o c c u r e d  
i n  i n f a n t s  w h o s e  m o t h e r s  w e r e  e x p o s e d  t o  m e t h y l  m e r c u r y  d u r i n g
p r e g n a n c y  < 4 ) < 1 0 > .  F e t a l  n e r v e  t i s s u e  i s  e s p e c i a l l y  s e n s i t i v e
t o  me t  h y  1 me r c u r - y  ( 13 ) .
T h e r e  i s  n o  s p e c i f i c  t  r  e a t  me n t  f o r  p o i s o n i n g  b y 
o r g a n o m e r c u r y  c o m p o u n d s .  N e i t h e r  d i m e r c a p r o l  n o r  p e n i c i l l a m i n e ,  
b o t h  e f f e c t i v e  i n  n e u t r a l i z i n g  p o i s o n i n g  b y  i n o r g a n i c  
me r c u r i a l s ,  w i l l  e i t h e r  p r e v e n t  o r  a l l e v i a t e  t h e  b r a i n  d a m a  g e s  
c a u s e d  b y  o r g a n o m e r c u r y  s p e c i e s .
I t s  mo b i l i t : ' ,  r e t e n t i v e n e s s  a n d  p r e f e r e n t i a l  c o n c e n t r a t i o n  
i n  t h e  n e r v o u s  t i s s u e s ,  e s p e c i a l l y  i n  t h e  b r a i n ,  m a k e  m e t h y l  
m e r c u r y  a m o n g  t h e  m o s t  t o x  i c  o f  m e r c u r y  c o m p o u n d ; .  .
I n  s u m m a r y ,  a l l  f o r m s  o f  m e r c u r y  a r e  t o x i c .  O r g a n i c
m e r c u r y  s p e c i e s  a r e  mu c h mo r e  t o x i c  t  h a n  i n o r  g a  n i  c me r  c u r  y
c o m p o u n d s  d u e  t o  t h e i r  e f f e c t s  o n  n e r v o u s  s y s t e m ,  e a s e  o f  
a c c u m u l a t i o n ,  d i f f i c u l t y  i n  e x c r e t i o n  a n d  l a c K  o f  p r o p e r  
t r e a t m e n t  a f t e r  e x p o s u r e .  E l e m e n t a l  m e r c u r y  i s  l e s s  t o x i c  t h a n  
o r g a n i c  m e r c u r y  b u t  m o r e  t o x i c  t h a n  i n o r g a n i c  m e r c u r y  d u e  t o
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i t s  m e m b r a n e  p e r m e a b i l i t y ,  l i p i d  s o l u b u l  i t y  a n d  e a s e  o-f 
t r a n s f o r m a t i o n  i n t o  d i v a l e n t  m e r c u r y  i n  t h e  t i s s u e .
B . Me r  c u r y i n  t h e  En v i r  o n m e n  t
Me r  c u r  y i s  a  c o m p a r a t  i v e 1 y r a r e  e l e m e n t ,  o n l y  f i  f  t  e e n  a r  e 
l e s s  a b u n d a n t  o n  t h e  e a r t h .  T h e  a v e r a g e  p r o p o r t i o n  o-f m e r c u r y  
i n  t h e  e a r t h ' s  c r u s t  i s  a b o u t  5 X 1 0 i t s  c o n c e n t r a t i o n  i n  
s  e a  w a  t e r  i s  v e  r  y l o w ,  a b o u t  3X 10 < 6  ) .
D e s p i t e  i t s  r a r i t y ,  m e r c u r y  o f t e n  o c c u r s  i n  c o n c e n t r a t e d
d e p o s i t s ,  a l m o s t  a l w a y s  i n  f o r m  o f  t h e  s u l f i d e  H g S  ( C i n n a b a r  ) . 
S o m e t i m e s  s m a l l  d r o p l e t  o f  f r e e  m e r c u r y  c a n  b e  f o u n d  i n
C i n n a b a r  m i n e s .  T h e  w o r l d ' s  l a r g e s t  d e p o s i t s  o f  c i n n a b a r ,  a t
A l m a d e n  i n  S p a i n ,  h a v e  a n  a v e r a g e  m e r c u r y  c o n t e n t  a b o u t  BY.. 
O t h e r  i m p o r t a n t  m i n e s  w i t h  a  m e r c u r y  c o n t e n t  a r o u n d  1Y. a r e  
l o c a t e d  i n  I t a l y ,  U . S . A . ,  C a n a d a ,  M e x i c o ,  B r a z i l ,  P e r u ,  C h i n a ,  
J a p a n ,  R u s s i a ,  H a n g a r y , Y u g o a l  a v i a  a n d  G e r m a n y  < 6 ) .
T h e  p r o d u c t i o n  o f  e l e m e n t a l  m e r c u r y  i s  a c h i e v e d  b y  f i r s t  
c r u s h i n g  t h e  o r e  a n d  t h e n  c o n c e n t r a t i n g  b y  s e l e c t i v e  w a s h i n g  
a n d  f l o t a t i o n .  I t  i s  t h e n  r o a s t e d  i n  a  c u r r e n t  o f  a i r  a t  a b o u t  
S 0 0 - 7 0 0 ®  C t o  p r o d u c e  m e r c u r y  v a p o r  a n d  s u l f u r  d i o x i d e .  T h e  
v a p o r  i s  c o n d e n s e d  t o  p r o d u c e  l i q u i d  e l e m e n t a l  m e r c u r y .  An 
a 1 t e r n a t i v i t y  m e t h o d  i s  t o  r o a s t  c i n n a b a r  w i t h  i r o n  a n d  C a O :  
H g s  + F e  -------------^  Hg + F e S
4 Hg S  + 4 Ca O ---------^  4  Hg + 3 C a S  + C a S 0 4
Th e c r u d e me r c u r y  i s  t h e n  w a s h e d  w i t h  d i l u t e  a c i d  o r  a l k a l i n e
s o l u t i o n  t o  r e m o v e  i m p u r i t i e s  s u c h  a s  Mg ,  f l l , C r , M n , Cd ,  N i ,
S n  , P b , a n d  Cu .
T h e r e  i s  a  m e r c u r y  c y c l e  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  d u e  t o  t h e  
n a t u r a l  v o l a t i l i t y  o f  e l e m e n t a l  m e r c u r y .  M e r c u r y  o r e  d e p o s i t s  
n o r m a l l y  p r o d u c e  a  c o n s i d e r a b l e  m e r c u r y  v a p o r  p r e s s u r e  t h a t  
r e s u l t s  i n  a  l o w  l e v e l ,  w o r l d - w i d e  d i s t r i b u t i o n  o f  m e r c u r y .  
F i g u r e  1 s h o w s  a  t y p i c a l  m e r c u r y  c y c l e  i n  t h e  e n v i r o n m e n t .
T h e  i n o r g a n i c  f o r m s  o f  m e r c u r y  u n d e r g o  t r a n s f o r m a t  i o n s  t h a t  
m e d i a t e d  b y  m i c r o o r g a n i s m s  < 1 4 } .  I n s o l u b l e  Hg S  c a n  b e  c o n v e r t e d  
t o  s o l u b l e  H g < 11 > b y  b a c t e r i a l  o x i d a t i o n  i n  s e d i m e n t s  a n d  
s o l u b l e  H g < 11 ) c a n  b e  r e d u c e d  b y  s o m e  b a c t e r i a l  e n z y m e s  t o  
H g < 0 > .  I f  b o t h  H g < I I > a n d  Hg a r e  p r e s e n t  t o g e t h e r ,  t h e y  w i l l  
e n t e r  i n t o  a n  e q u i l i b r i a m  r e a c t i o n  t o  p r o d u c e  H g < I ) i n  f o r m  o f  
t h e  d i a t o m i c  i o n  H g g ^ + . T h i s  s h o w s  a  p a t h w a y  t h r o u g h  w h i c h  
m e r c u r y  c a n  b e  e l i m i n a t e d  f r o m  s o i l  a n d  a q u a t i c  s y s t e m s  b y  
v o l a t i l  i z a t i o n .
M e r c u r y  c a n  a l s o  b e  t r a n s f o r m e d  i n t o  m e t h y l  m e r c u r y  t h r o u g h  
m e t h y l  a t  i o n  b y  s o m e  b a c t e r i a  ( 1 5 ) < 1 6 ) < 1 7 >  i n  s e d i m e n t s .  T h e  
m e t h y l a t i o n  o f  m e r c u r y  a p p e a r s  t o  p r o c e e d  t h r o u g h  t r a n s f e r  o f  a  
CH3 ~ g r o u p .  A s m a l l  a m o u n t  o f  m e t h y l  m e r c u r i u m  i o n  c a n  b e  
f u r t h e r  m e t h y l a t e d  t o  <CH3 >£>Hg i n  a  s i m i l a r  p r o c e s s .  T h e  
d e t a i l s  o f  t h e  p r o c e s s e s  a n d  m e c h a n i s m s  o f  m e r c u r y  m e t h y l a t i o n  
w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t h e  n e x t  s e c t i o n .
T h e  m e t h y  1 m e r c u r y  i o n  C H g H g + p r o d u c e d  i n  s e d i m e n t s  i s  
p a r t i a l l y  e x t r a c t e d  i n t o  t h e  w a t e r  a n d  t a K e n  u p  i n t o  t h e  f o o d  
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Figure 1. Mercury Cycle in the Environment
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w h e r e  i t  i s  p h o t o l y z e d  t o  e l e m e n t a l  m e r c u r y  a n d  m e t h y l
r a d i c a l s .  D i m e t h y l  m e r c u r y  c a n  a l s o  r e a c t  w i t h  m e r c u r i c  i o n s  t o
g i v e  m e t h y l m e r c u r i u m  i o n  ( 1 8 X 1 9 ) .
I n d u s t r i a l  i n p u t  c a n  a - f f e c t  t h e  n a t u r a l  b a l a n c e  o f  m e r c u r y
b y  p r o v i d i n g  a d d i t i o n a l  i n o r g a n i c  s t a r t i n g  m a t e r i a l ,  o r  b y  
d i r e c t  i n p u t  o f  o r g a n o m e r c u r y  c o m p o u n d s .
T h e  e n v i r o n m e n t a l  h a z a r d s  o f  m e r c u r y  h a v e  b e e n  w e l l  
d o c u m e n t e d  e s p e c i a l l y  s i n c e  t h e  s e r i o u s  a n d  e x t e n s i v e  p o i s o n i n g  
o f  t h e  p o p u l a t i o n  o f  M i n a m a t a ,  J a p a n  d u r i n g  t h e  1 9 6 0 ‘s .  T h e  
p o i s o n i n g  w a s  c a u s e d  b y  t h e  c o n s u m p t i o n  o f  m e r c u r y - c o n t a m i n a t e d  
f i s h  w h i c h  w e r e  c o n t a m i n a t e d  b y  d i s c h a r g e s  o f  o r g a n o m e r c u r y  b y  
l o c a l  i n d u s t r y .
T h e  E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n  A g e n c y  i s s u e d  a  p u b l i c a t i o n  o n  
m e r c u r y  f l o w  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  a n d  r e g u l a t i o n  o f f e r e d  b y  
v a r i o u s  b o d i e s  o n  m e r c u r y  u s e  < 2 0 ) .  Two m a j o r  b i b l i o g r a p h i e s  
h a v e  b e e n  p r e p a r e d  b y  m a j o r  c h e m i c a l  p r o d u c e r s  , Dow C h e m i c a l  
C o .  <2 1 )  a n d  I m p e r i a l  C h e j n i c a l  I n d u s  t r  i e s  < 2 2 ) .  T h e  f a t e  o f  
m e r c u r y  h a s  b e e n  c o m p r e h e n s i v e l y  d i s c u s s e d  b y  H a r t u n g  a n d  
D i n m a n  < 2 3 ) .
T h e  m a j o r  s o u r c e s  o f  e m i s s i o n  o f  m e r c u r y  f r o m  i n d u s t r y  a r e  
f r o m  m e r c u r y  p r o d u c t i o n ,  s u l f i d e  o r e  p r o c e s s e s .  C o a l  
c o m b u s t i o n ,  o i l  c o m b u s t i o n ,  c h l o r a l K a l i ,  p a i n t s ,  e l e c t r i c a l  
a p p a r a t u s ,  c a t a l y s i s ,  a g i r c u l t u r e  a n d  p h a r m a c e u t i c a l s  
i n d u s t r i e s  < 2 4 ) .  N a t u r a l  e m i s s i o n s  o f  m e r c u r y  i n t o  a i r  w e r e  
e s t i m a t e d  t o  b e  t h r e e  t i m e s  g r e a t e r  t h a n  m a n - r e l a t e d  
d i s c h a r g e s .  T h e  f a t e  o f  m e r c u r y  a r i d  i t s  c o m p o u n d s  i n  t h e  a i r
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i s  n o t  c l e a r ,  b u t  t h e  m e r c u r y  e v e n t u a l l y  r e t u r n s  t o  t h e  l a n d  
a n d  t o  t h e  w a t e r .  N a t u r a l  s o u r c e s  c o n t r i b u t e  a b o u t  t w i c e  a s  
m u c h  m e r c u r y  t o  w a t e r  a s  d o  m a n - r e l a t e d  d i s c h a r g e s .  M o s t  
m e r c u r y  d i s c h a r g e d  t o  w a t e r  a p p e a r s  t o  b e  i n c o r p o r a t e d  r a p i d l y  
i n t o  s e d i m e n t s  a n d  ma y  b e  r e l e a s e d  b y  b i o l o g i c a l  a n d  
m e c h a n i c a l  a c t i o n  o v e r  a  p e r i o d  o-f t i m e s  ( 2 4 ) .
C .  METHYLATI ON OF MERCURY
M e t h y l  m e r c u r y  s a l t s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n  1 9 1 4  i n  G e r m a n y
■for s e e d  t r e a t m e n t s  a n d  t h e i r  u s e s  b e c a m e  w i d e s p r e a d .
I n v e s t i g a t i o n s  i n t o  m e t h y l a t i o n  o f  m e r c u r y  f o l l o w e d  t h e
r e p o r t e d  h u m a n  p o i s  i o n i n g  a t  M i n a m a t a  B a y  a n d  N i i g a t a  i n  J a p a n  
d u r i n g  t h e  l a t e  1 9 5 0 ' s .  T h e s e  p o i s o n i n g  a r o s e  f r o m  i n g e s t i o n  o f  
f i s h  a n d  s h e l l f i s h  c o n t a i n i n g  m e t h y 1 m e r c u r i c  c o m p o u n d s ,  w h i c h  
w e r e  p r o b a b l y  d e r i v e d ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  t h r o u g h  m e t h y l a t i o n  o f  
m e r  c u r  i c  s a l t s  b y  a q u a t i c  o r g a n  i s n r s  ( 2 5 K S G )  ( £ 7 L
M e t h y l a t i o n  i s  a n  i m p o r t a n t  d e t e r m i n a n t  o f  m e t a l  t o x i c i t y  
p a r t i c u l a r l y  f o r  h e a v y  m e t a l s  s u c h  a s  l e a d  a n d  m e r c u r y .  
M e t h y l a t i o n  o f  i n o r g a n i c  m e r c u r y  w a s  f i r s t  s u g g e s t e d  b y  K u r l a n d  
i n  1 9 6 0 ( 2 8 ) .  I n  1 9 6 3 ,  m e t h y l  t h i o m e t h y l  m e r c u r y  w a s  i s o l a t e d  
f r o m  s h e l l f i s h  i n  M i n a m a t a  B a y ,  F u j i K i  s u g g e s t e d  t h a t  m e r c u r y  
c o u l d  b e  m e t h y l a t e d  b y  m a r i n e  l i f e < 2 9 ) .  J e n s e n  a n d  J e n s e n  a n d  
J e r n a l o v  r e p o r t e d  t h a t  a n a e r o b i c  m i c r o o r g a n i s m s  i n  
s l u d g e ( i . e . , o r g a n  i s m s  s u c h  a s  t h o s e  f o u n d  i n  l a k e - b o t t o m  m u d )  
c a n  m e t h y l a t e  i n o r g a n i c  m e r c u r y  a n d  s u g g e s t e d  a  m e c h a n i s m  f o r  
t h e  m e t h y l a t i o n  p r o c e s s  ( 2 7 ) .  I n  1 9 6 8 ,  Ulood , K e n n e d y  a n d  R o s e n  
a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  I l l i n o i s  p u b l i s h e d  a n  a r t i c l e  c o n f i r m i n g
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t h e  f a c t  t h a t  t h e  m e t h y l a t i o n  r e a c t i o n  c a n  p r o c e e d  
e n z y m a t i c a l l y  b y  t h e  u s e  o f  c e l l  e x t r a c t s  o f  a  m e t h a n o g e n i c  
b a c t e r i u m .  T h e  l a t t e r  w a s  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  f r o m  a  s y m b i o t i c  
m i x e d  c u l t u r e  f r o m  c a n a l  m u d .  N o n e n z y m a t i c a l  m e t h y l a t i o n  
i n v o l v i n g  m e t h y 1 c o b a 1 a m i n ,  a  v i t a m i n  E l £  a n a l o g ,  w a s  a l s o  
s u g g e s t e d  i n  t h e i r  r e p o r t .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  r i c h e s t  
s o u r c e s  o f  v i t a m i n  E 1 2 i n c l u d e  e s t u a r  i n e  mud  3  u g / g  d r y  
w e i g h t  > a n d  a c t i v a t e d  s e w a g e  s l u d g e  C 5 0  u g / g  ) ( 3 0 ) .
I t  w a s  e x p l i c i t l y  p o i n t e d  o u t  b y  Wood  a n d  h i s  c o - w o r k e r s  
t h e  c o n s e q u e n c e s  t o  t h e  f o o d  c h a i n  o f  m e t h y l a t i o n  o f  m e r c u r y .  
T r a n s f e r  o f  m e t h y l  g r o u p s  f r o m  C o 3  + t o  H g £  + i n  b i o l o g i c a l  
s y s t e m s  ma y  a l s o  o c c u r  a s  a  n o n - e n z y m a t i c  r e a c t i o n .  I t  w i l l  b e  
e n h a n c e d  b y  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  a n d  b y  i n c r e a s i n g  t h e  n u m b e r s  
o f  b a c t e r i a  c a p a b l e  o f  s y n t h e s i z i n g  m e t h y l  c o b a l a m i n e s  i f  t h e  
m e t h y l  - t r a n s f e r  r e a c t i o n  i s  s i g n i f i c a n t  i n  b i o l o g i c a l  s y s t e m s .  
P o l l u t i o n  o f  b o d i e s  o f  w a t e r  w i t h  n u t r i e n t s  ( i . e . ,  s e w a g e )  
i n c r e a s e s  t h e  r a t e  o f  f o r m a a t i o n  o f  m e t h y 1 m e r c u r y  s p e c i e s .  T h e  
m e t h y l m e r c u r y  p r o d u c e d  i s  t h e n  a v a i l a b l e  f o r  i n c o r p o r a t i o n  i n t o  
v a r i o u s  o r g a n i s m s  i n  t h e  a q u a t i c  e n v i r o n m e n t ,  a n d  s e c o n d a r i l y  
i n t o  t e r e s t r i a l  p r e d a t o r s .
A f t e r  t h e  r e p o r t  b y  W o o d ,  r e s e a r c h  h a s  g r o w n  e x t e n s i v e l y
o n  t h e  m e t h y l a t i o n  o f  m e r c u r y  a n d  o t h e r  m e t a l s .  R e a c t i o n s
i n v o 1 v i n g t h e  v i t  a m i n  B 13 d e r i  v a t  i v e me t  h y1 c o b ( I I I ) a 1 a m i n h a v  e
b e e n  m o r e  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d ,  p r o b a b l y  b e c a u s e  o f  t h e
c o m m e r c i a l  a v a i l a b i l i t y  o f  t h i s  b i o g e n i c  r e a c t a n t  a n d  t h e  l a r g e  
n u m b e r  o f  m o d e l  c o b a l t  c o m p o u n d s  s h o w i n g  s t r i k i n g l y  s i m i l a r
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c h e m i s t r i e s  ( 3 1 ) .  Wo o d  a n d  c o - w o r K e r s  p r o p o s e d  a  m e c h a n i s m  - f or  
m e t h y l a t i o n  o-f i n o r g a i n c  m e r c u r y  b y  me - t h y  1 c o b a l  a m i n  ,  a s  s h o w n  
i n  - f i g u r e  £ .  I n  - t h i s  s t u d y ,  m e t h y l a t i o n  o-f m e r c u r i c  a c e t a t e  w a s  
e x a m i n e d  a n d  r a t e  c o n s t a n t s  - f o r  e a c h  s t e p  i n  t h e  m e c h a n i s m  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  U V - v i s i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t r  i c  t e c h n i q u e s  
( 3 2 ) < 3 3 ) .  M e t h y l - B  12 i s  c a p a b l e  o f  t r a n s f e r i n g  m e t h y l  e n t i t y  
u n d e r  d i f f e r e n t  C o - C  b o n d  c l e a v a g e  s i t u a t i o n s  a s  s h o w n  b y  
f i g u r e  3 .  F o r  m e r c u r y ,  t h e  m e t h y l  g r o u p  i s  t r a n s f e r e d  a s  a n  
a n  i o n  t o  t h e  e l e c t r o p h i l i c  m e r c u r i c  i o n .  T h e  p r e s e n c e  o f  
c h l o r i d e  i o n  g r e a t l y  s l o w s  t h e  m e t h y l a t i o n  p r o c e s s  ( 3 4 ) .  T h i s  
i s  d u e  t o  t h e  e l e c t r o n - d o n a t i n g  a b i l i t y  o f  t h e  c h l o r i d e  w h i c h  
l o w s  t h e  e l e c t r o p h i l i c  n a t u r e  o f  t h e  m e t a l .  C o m p a r i s o n  o f  
v a r i o u s  a n i o n s  s h o w e d  t h a t  t h e  r a t e  o f  m e t h y l a t i o n  v a r i e d  OAC~
> C l "  > S C N "  > B r “ > C N “ ( 3 5 ) .
E x t e n s i v e  r e s e a r c h  h a s  a l s o  i n v o l v e d  i n d i v i d u a l  s p e c i e s  o f  
m i c r o o r g a n i s m s  o r  m i c r o b i a l  c o m m u n i t i e s  a s  t h e  a c t u a l  
m e t h y l  a t o r s .  S e v e r a l  r e v i e w s  o n  t h i s  t o p i c  h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  
< 1 5 ) < 1 6 ) ( 1 7 ) .  T h e  i n d i g e n o u s  m i c r o f l o r a  o f  a n i m a l  i n t e s t  i  i n e s  
c a u s e s  m e t h y l a t i o n  o f  m e r c u r y  a n d  a r s e n i c  ( 3 6 ) .  T h i s  
t r a n s f o r m a t  i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  s u c h  m i c r o f l o r a  o f  s i x  
f r e s h  w a t e r  f i s h  s p e c i e s  ( 3 7 ) .  M e t h y l a t i o n  o f  m e r c u r i c  c h l o r i d e  
b y  i n t e s t i n a l  f l o r a  o f  r a t s  w a s  a l s o  r e p o r t e d  b y  R o w l a n d  ( 3 3 ) .  
T h e  r a t e  o f  m e t h y l a t i o n  i n c r e a s e d  i n i t i a l l y ,  p a s s e d  t h r o u g h  a  
m a x i m u m ,  a n d  d e c r e a s e d  s h a r p l y  a f t e r  s i x t y  h o u r s .  M e t h y l  
m e r c u r y  s u l f u r  c o m p o u n d  s e e m e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  m e t a b o l i s m  
o f  m e r c u r y  i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  ( 3 9 ) .  I n  f a c t ,  t h e  m a j o r
CH.CH.


























Figure 3. Bond Cleavage of CH^-B^ for 
Methylation
m e t h y l  m e r c u r i c  c o m p o u n d  i s o l a t e d  - f r o m  t o x i c  M i n a m a t a  B a y  
s h e l l f i s h  w a s  t h e  t h i o m e t h y l  d e r i v a t i v e  CH3 Hg S C H 3  ( 4 0 ) .  L a t t e r  
C r a i g  a n d  B a r t l e t t  a r g u e d  t h a t  <CH3 H g > 2 S  w a s  t h e  a c t i v e  
i n t e r m e d i a t e  i n  t h i s  p r o c e s s ,  w h i c h  w a s  t h e n  d e c o m p o s e d  i n t o  
<CH3 >2 Hg a n d  H g S < 4 1 > .
P h o t o l y s i s  o f  a c e t a t e  i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  H g < 1 1 ) g i v e s  
m e t h y l  m e r c u r i c  c o m p o u n d s  a s  p r o d u c t s  < 4 £ ) ( 4 3 > < 4 4 > < 4 5 ) .
Hg X 2  + CH3 C 0 2 “ --------------^  CH3 HgX + C 0 2  + X~
T h e  r e a c t i o n  r a t e  i s  e n h a n c e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  s t r o n g l y  
c o l o r e d  s o l i d .  S i n c e  a c e t a t e  i o n  c a n  o c c u r  i n  n a t u r a l  w a t e r s ,  
p h o t o l y s i s  b y  s u n l i g h t  ma y  w e l l  b e  a  p o t e n t i a l ,  u b i q u i t o u s  
r o u t e  t o  m e t h y l  m e r c u r y  c o m p o u n d s .  On e  e x a m p l e  i s  t h e  r e p o r t e d  
p h o t o l y s i s  o f  s o m e  a l i p h a t i c  a m i n o  a c i d s  t o  f o r m  
m e t h y 1 m e r c u r i u m  i o n  < 4 G > ,  w h e r e  R = CH3 ,  i - C 3 H7 ,  i - C q H g  o r  
s e c - C q H g .
RCH<NH2 ) C 0 2 H + H g C l £  -------- ^  C Hg H g C l
T h e  p r e s e n c e  o f  t h e  c o l o r e d  C u ^ + i o n  w i l l  a c c e l e r a t e d  
p h o t o m e t h y 1 a t  i o n .
M e t h y l a t i o n  o f  m e r c u r y  c a n  a l s o  b e  a c h i e v e d  t h r o u g h  a  
c r o s s - o v e r  m e c h a n i s m  p r o p o s e d  b y  B r  i n c K m a n , I v e r s o n  a n d  
c o - w o r K e r s  ( 1 5 > ( 4 7 > .  T h e y  f o u n d  t h a t  a  s p e c i e s  o f  P s e u d o m o n a s  
f o u n d  i n  t h e  s e d i m e n t s  o f  C h e s a p e a K e  B a y  w o u l d  f o r m  m e t h y I t  i n  
c o m p o u n d s ;  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  m e r c u r y  a n d  t i n ,  
m e t h y l  m e r c u r i c  a n d  m e t h y l t i n  c o m p o u n d s  f o r m e d .  F i g u r e  4  s h o w s
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t h i s  m e c h a n i s m .  T h e  m e t h y l a t e d  t i n  s p e c i e s  g e n e r a t e d  b y  
P s e u d o  mo n u s  r e a c t s  e n v i r o n m e n t a l l y  - f o r m e d  H g < 11 > t o  - f o r m 
m e t h y l  m e r c u r i c  i o n .  T h e r e  h a s  b e e n  a n  i n c r e a s i n g  u s e  o-f 
o r g a n o t i n  c o m p o u n d s  i n  r e c e n t  y e a r s  i n  v a r i o u s  t e c h n o l o g i c a l  
a p p l i c a t i o n s  < 4 S ) .  T h i s  m e c h a n i s m  ma y  i n d i c a t e  a n o t h e r  s o u r c e  
o f  m e r c u r y  m e t h y l a t i o n  i n  t h e  e n v i r o n m e n t .
M e t h y l a t i o n  o f  m e r c u r y  u n d o u b t e d l y  o c c u r s  n a t u r a l l y  i n  t h e  
e n v i r o n m e n t .  T h e  c h a n g e  i n  c h e m i c a l  f o r m  o f  m e r c u r y  d u e  t o  
m e t h y l a t i o n  c o n t r o l s  t h e  p a t h w a y  o f  e n t r y  i n t o  h u m a n  b o d y ,  t h e  
t o x i c i t y  a n d  r e t e n t i o n  o f  m e r c u r y  a n d  i t s  e x c r e t i o n .  T h e  
m e c h a n i s m  o f  f o r m a t i o n  o f  m e t h y l  m e r c u r y  i n  t h e  e n v i r o n m e n t  i s  
a l s o  a p p l i c a b l e  t o  o t h e r  e l e m e n t s ,  e . g . ,  t i n ,  p a l l a d i u m ,  
p l a t i n u m ,  t h a l l i u m ,  s e l e n i u m ,  a n d  a r s e n i c ,  a l l  o f  w h i c h  f o r m  
r e l a t i v e l y  n o n p o l a r  m e t a l  c a r b o n  b o n d s .
R e s e a r c h  e f f o r t s  i n t o  m e t h y l a t i o n  o f  m e t a l s  h a v e  b e e n  
i n t e n s e  b u t  i r r e g u l a r .  T h e r e  r e m a i n s  a m p l e  a r e a  f o r  f u r t h e r  
r e s e a r c h .
D.  METHODS OF D E T E R MI N A T I O N  AND S P E C I A T I O N  OF MERCURY
1 .  D E T E R MI N A T I O N  OF TOTAL MERCURY:
Ma n y  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  m e r c u r y .  C o m p o u n d s  o f  m e r c u r y  g e n e r a l l y  h a v e  
v e r y  h i g h  v o l a t i l i t y  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  t h e  a l k a l i n e  e a r t h  
m e t a l s .  C o l l e c t i o n  o f  m e r c u r y  c o m p o u n d s  i s  c o m p l i c a t e d  b y  t h i s  
h i g h  v a p o r  p r e s s u r e .  F r e q u e n t l y ,  t h e  c h o i c e  o f  m e t h o d  o f  
a n a l y s i s  i s  l a r g e l y  d e p e n d e n t  u p o n  w h a t  m e t h o d  o f  s a m p l i n g  i s
^ 1 / 2  “  m i n
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Figure 4. Methylation of Mercury by a Cross 
Over Mechanism
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e m p l o y e d .  T h e  d e g r e e  t o  w h i c h  t h e  s a m p l i n g  m e t h o d  c o l l e c t s  t h e  
d i f f e r e n t  f o r m s  o f  m e r c u r y  p r o v i d e s  t h e  b a s i s  f o r  t h e  
u s e f u l n e s s  o f  t h e  e n t i r e  p r o c e d u r e .
S a m p l i n g  m e r c u r y  c o m p o u n d s  f r o m  a i r  i s  m o r e  d i f f i c u l t  t h a n  
s a m p l i n g  f r o m  w a t e r  a n d  s o i l  b e c a u s e  o f  t h e  n u m e r o u s  f o r m s  i n  
w h i c h  m e r c u r y  ma y  e x i s t  i n  t h e  a i r .  T h e  i n t e r c o n v e r t i b i  1 i t y  o f  
t h e  v a r i o u s  f o r m s  o f  m e r c u r y  f u r t h e r  c o m p l i c a t e s  s a m p l i n g .  
M e t h o d s  c o n c e r n i n g  s a m p l i n g  m e r c u r y  f r o m  a i r  w i l l  b e  m e n t i o n e d  
a n d  d i f f e r e n t  t e c h n i q u e s  o f  a n a l y s i s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t h i s  
s e c t  i o n  .
M e t h o d s  o f  s a m p l i n g  m e r c u r y  i n  a i r  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  t w o  
g e n e r a l  c a t e g o r i e s  , ( A )  t h o s e  m e t h o d s  w h i c h  r e m o v e  m e r c u r y  a n d
m e r c u r y  c o m p o u n d s  f r o m  a i r  b y  s c r u b b i n g  a n d  ( B )  t h o s e  m e t h o d s  
w h i c h  c o l l e c t  a n  a i r  s a m p l e .  T h e  s c r u b b e r  t y p e  s a m p l i n g  d e v i c e s  
i n c l u d e  f  i t e r s ,  a d s o r b  a n t s ,  b u b b l e r s  a n d  a m a l g a m a b l e  
c o l l e c t o r s .  T h e s e  s a m p l i n g  d e v i c e s  c o l l e c t  t h e  m e r c u r y  s a m p l e s  
e i t h e r  d i s c r i m i n a t e l y  o r  i n d i s c r i m i n a t e l y .  H o w e v e r ,  i t  i s  
f r e q u e n t l y  n e c e s s a r y  t o  c o n v e r t  t h e  m e r c u r y  t o  a n  e a s i l y  
d e t e r m i n a b l e  f o r m  s u c h  a s  Hg < 1 1 ) .
A d s o r b e n t s  a r e  a m o n g  t h e  m o s t  p o p u l a r  c o l l e c t o r s .  H o w e v e r ,  
l i t t l e  i n f o r m a t i o n  i s  K n o wn  a b o u t  t h e i r  c o l l e c t i o n
e f f i c i e n c i e s .  F i l t e r  p a p e r s  i m p r e g n a t e d  w i t h  s e l e n i u m ,  s e l e n i u m  
s u l f i d e  a n d  p o t a s s i u m  i o d i d e  h a v e  b e e n  u s e d  t o  c o l l e c t  m e r c u r y  
v a p o r  < 4 9 ) .  F i l t e r  p a p e r s  m a d e  o f  c e l l u l o s e  f i b e r ,  f i b r o u s  
g l a s s  a n d  q u a r t z  w o o l  c a n  b e  u s e d  t o  c o l l e c t  p a r t i c u l a t e s .  
A m a l g a m a b l e  c o l l e c t o r s  c a n  b e  u s e d  t o  c o l l e c t  e l e m e n t a l  m e r c u r y
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- f r o m  a i r .  C o l l e c t o r s  i n c l u d e  g o l d ,  p l a t i n u m  a n d  s i l v e r  i n  
v a r i o u s  - f o r m s .  A g a i n ,  e v a l u a t i o n  o f  c o l l e c t i o n  e f f i c i e n c i e s  h a s  
n o t  b e e n  s t u d i e d .  A s e q u e n c e  o f  a b s o r b e r s  c a n  b e  u s e d  t o  s a m p l e  
d i f f e r e n t  f o r m s  o f  m e r c u r y  s e l e c t i v e l y  b e f o r e  t h e  f i n a l  
a n a l y s i s  b y  f l a m e  l e s s  a t o m i c  a b s o r p t i o n  ( 5 0 ) .
A f i l t e r  i s  u s e d  t o  c o l l e c t  p a r t i c u l a t e s .  T h i s  i s  f o l l o w e d  
b y  c a r b o n  b l a c K  m o l e c u l a r  s i e v e s  a b s o r b e r  t o  c o l l e c t  
o r g a n o m e r c u r y  v a p o r s . M e t a l  1 i c  m e r c u r y  v a p o r  i s  t r a p p e d  i n  t h e  
l a s t  a b s o r b e r .
C o l l e c t i o n  o f  a  d i r e c t  a i r  s a m p l e  i s  m o s t l y  d o n e  w i t h  
d y n a m i c  m o n i t o r i n g  m e t h o d  i n  w h i c h  m e r c u r y  i s  d r a w n  d i r e c t l y  
t h r o u g h  a  m o n i t o r i n g  i n s t r u m e n t  t h a t  c a n  b e  a  r e m o t e  u n i t  o r  a  
p o r t a b l e  u n i t .  F r e q u e n t l y ,  o n l y  e l e m e n t a l  m e r c u r y  c a n  b e  
m o n i t o r e d  w i t h  t h i s  m e t h o d .
T h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m e r c u r y  i n  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l  
p r e s e n t s  s p e c i a l  c h a l l e n g e s  e v e n  a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e .  
D i f f i c u l t i e s  a r i s e  f r o m  t h e  v o l a t i l i t y  o f  r e a g e n t s  a n d  
i n t e r f e r e n c e s  i n  t h e  s a m p l e  m a t r i x .  F o r  e x a m p l e ,  t h e r e  i s  t h e  
a d d i t i o n a l  n e e d  f o r  p r e v e n t i n g  l o s s e s  o f  m e r c u r y  w h i l e  
d e s t r o y i n g  o r g a n i c  m a t e r i a l .  C o n t a m i n a t i o n  f r o m  h y d r o c h l o r i c  
a c i d  i s  p o s s i b l e .  H y d r o c h l o r i c  a c i d  i s  m a d e  f r o m  c h l o r i n e  t h a t  
h a s  b e e n  p r o d u c e d  b y  e l e c t r o l y s i s  o f  s o d i u m  c h l o r i d e  w i t h  
a m a l g a m  e l e c t r o d e s  ( 5 1 ) .
D i f f e r e n t  p r o c e d u r e s  a n d  m o d i f i c a t i o n s  u s i n g  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  m e r c u r y .  D i t h i z o n e  a n d  m e r c u r y  r e a c t i o n  i s
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p r o b a b l y  " t he  m o s t  p o p u l a r  < 5 2  ) < 5 3  ) < 5 4  ) . M o n o v a l e n t  a n d  d i v a l e n t  
m e r c u r y  r e a c t  w i t h  d i t h i z o n e  i n  a c i d i c  s o l u t i o n s  t o  y i e l d  
y e l l o w  a n d  o r a n g e  c o m p l e x e s ,  r e s p e c t i v e l y .  I n t e r f e r e n c e s  c a n  b e  
f r o m  o t h e r  m e t a l s  s u c h  a s  c o p p e r ,  s i l v e r ,  g o l d ,  p a l l a d i u m  a n d  
p l a t i u m .  I n  b i o l o g i c a l  s a m p l e  a n a l y s e s ,  i n t e r f e r e n c e s  f r o m  
c o p p e r  c a n  b e  s e r i o u s  p r o b l e m .  T h e  m e r c u r y - d i t h i z o n e  c o m p l e x  i s  
s e n s i t i v e  t o  l i g h t .  E x p o s u r e  t o  l i g h t  w i l l  c h a n g e  t h e  c o l o r s  
i n t o  g r e e n i s h  t o n e s  f a i r l y  r a p i d l y .  D i - - n  a p t h y  1 1 h  i  o c a r  b a z o n  e 
f o r m s  a  r e d  c o m p l e x  w i t h  m e r c u r y  t h a t  i s  s t a b l e  i n  l i g h t .  T h i s  
r e a c t i o n  h a s  b e e n  u t i l i z e d  t o  m e r c u r y  d e t e r m i n a t i o n s  i n  
b i o l o g i c a l  m a t e r i a l s  < 5 5 ) < 5 B > .  D i p h e n y l c a r b a z i d e  r e a c t s  w i t h  
m e r c u r y  t o  f o r m  a  b l u e - v i o l e t  c o m p l e x  < 5 7 ) .  H o w e v e r ,  
i n t e r f e r e n c e s  f r o m  c o p p e r ,  i r o n  a n d  z i n c  ma y  c o m p l i c a t e  t h e  
p r o c e d u r e  w h e n  a n a l y z i n g  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  < 5 7 ) .
W i t h  t h e  a d v a n c e s  o f  s c i e n c e  a n d  t e c h n o l o g y ,  i n s t r u m e n t a l  
me t  h o d s  a r e  n o w p r e f e r e d  f  o r- me r c u r y  d e t e r m i n a t i o n ,  i n c l u d i n g  
a t o m i c  a b s o r p t i o n ,  a t o m i c  e m i s s i o n  a n d  n e u t r o n  a c t i v a t i o n  
m e t h o d s .  T h e  m o s t  p o p u l a r  m e t h o d  i s  t h e  H a t c h  a n d  O t t  m e t h o d ,  
t h e  c o l d  v a p o r  t e c h n i q u e ,  w h i c h  i n v o l v e s  a t o m i c  a b s o r p t i o n  < 5 S )  
b u t  i n c l u d e s  a  t e d i o u s  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t . T h i s  m e t h o d  w a s  
d e v e l o p e d  f o r  a n a l y z i n g  w a t e r  s a m p l e s  a l t h o u g h  i t  h a s  b e e n  
m o d i f i e d  f o r  o t h e r  t y p e s  o f  s a m p l e .  P o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  i s  
a d d e d  t o  t h e  s a m p l e  c o n t a i n e d  i n  a  b o t t l e  t o  c o n v e r t  m e r c u r y  t o  
H g < I I ) . H y d r o x y 1 a m i n e  i s  a d d e d  t o  r e m o v e  e x c e s s  p e r m a n g a n a t e .  
T h e  m e r c u r i c  i o n  i s  r e d u c e d  b y  a d d i t i o n  o f  s t a n n o u s  c h l o r i d e  o r  
s u l f a t e .  T h e  m e r c u r y  v a p o r  p r o d u c e d  i s  s w e p t  o u t  b y  a  s t r e a m  o f
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a i r  i n t o  a n  a b s o r p t i o n  c e l l .  D e t e r m i n a t i o n  i s  c a r r i e d  o u t  b y  
f t . A .  a t  2 5 3 . 7  n m .  I n t r o d u c t i o n  o-f p o t a s s i u m  p e r s u l f a t e  ma y  b e  
n e c e s s a r y  t o  e n s u r e  c o m p l e t e  o x i d a t i o n  o f  s o m e  o r g a n o m e r c u r y  
c o m p o u n d s .  S e v e r a l  o t h e r  m o d i f i c a t i o n s  w e r e  d e v e l o p e d  b a s s e d  o n  
t h e  c o l d  v a p o r  t e c h n i q u e  C 5 9 } < 6 0 ) .
F l a m e  f t . f t .  f o r  m e r c u r y  a n a l y s i s  i s  u s u a l l y  n o t  s e n s i t i v e  
e n o u g h  f o r  m a n y  s a m p l e s .  T h e  a b s o r p t i o n  s i g n a l  c a n  b e  e n h a n c e d  
b y  s o d i u m ,  p o t a s s i u m  o r  p h o s p h o r u s .  N e v e r t h e l e s s ,  w h e n  t h e  
m e r c u r y  c o n c e n t r a t i o n  i s  h i g h  i n  s a m p l e s ,  f l a m e  f t . f t .  i s  s t i l l  a  
c o n v e n i e n t  m e t h o d .
E m i s s i o n  s p e c t r o s c o p y  c a n  b e  u s e d  f o r  m e r c u r y  
d e t e r m i n a t i o n s .  H o w e v e r ,  c o n v e n t i o n a l  e m i s s i o n  s p e c t r o s c o p y  i s  
u s u a l l y  n o t  s u f f i c i e n t l y  s e n s i t i v e  f o r  t h e  d i r e c t  me a  s  u r  e me n t  
o f  m e r c u r y . M e t h o d s  i n v o l v i n g  p l a s m a  e x c i t a t i o n  s o u r c e s ,  s u c h  
a s  DC d i s c h a r g e  a n d  I C P ,  d o  h a v e  t h e  r e q u i r e d  s e n s i t i v i t y .  
E m i s s i o n  s p e c t r o s c o p y  i s  l e s s  s u s c e p t i b l e  t h a n  a t o m i c  
a b s o r p t i o n  t o  i n t e r f e r e n c e  f r o m  a r o m a t i c s ,  s i n c e  a r o m a t i c s  d o  
n o t  u s u a l l y  e m i t  i n  t h e  2 5 3 . T n m r e g i o n .  I n t e r f e r e n c e  c a n  a r i s e  
f r o m  c o b a l t  i n  t h e  s a m p l e  m a t r i x .  C o b a l t  h a s  a n  e m i s s i o n  l i n e  
a t  2 5 3 . 6 5 n m  < 6 1 > .  I n  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  e m i s s i o n  s p e c t r o s c o p y . 
T h e  m e r c u r y  c a n  b e  r e d u c e d  t o  e l e m e n t a l  m e r c u r y  w i t h  s o d i u m  
b o r o h y d r i d e  s o l u t i o n  a n d  a l l o w e d  t o  d i f f u s e  t h r o u g h  a  l a t e x  o r  
s a r a n  w r a p  m e m b r a n e  i n t o  a  h e l i u m  s t r e a m .  T h e  s t r e a m  i s  t h e n  
s w e p t  i n t o  t h e  e x c i t a t i o n  s o u r c e .  T h i s  m e t h o d  a d v o i d s  t h e  
i n t e r f e r e n c e  f r o m  c o b a l t  < 6 2 > .
T h e  t o t a l  m e r c u r y  c o n t e n t  i n  f i s h ,  c o mmo n  f o o d s  a n d  w a t e r
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s a m p l e s  c a n  b e  d e t e r m i n e d  b y  n e u t r o n  a c t i v a t i o n  a n a l y s i s
( 6 3 ) ( 6 4 > < 6 5 ) .  H o w e v e r ,  i n  e a c h  o f  t h e s e  a n a l y s e s ,  m e r c u r y  m u s t
b e  s e p a r a t e d  u s i n g  e i t h e r  i o n  e x c h a n g e  o r  p r e c i p i t a t i o n .
M e r c u r y  i s  t h e n  i s o l a t e d  a n d  s e a l e d  f o r  i r r a d i a t i o n .  T h e  
p o t e n t i a l  o f  n e u t r o n  a c t i v a t i o n  a n i o n  e x c h a n g e  t e c h n i q u e  t o  
d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  i n o r g a n i c a l l y  b o u n d  a n d  o r g a n i c a l l y  b o u n d  
m e r c u r y  i s  i n d i c a t e d  b y  t h e  l o w  r e c o v e r y  o f  t h e  l a t t e r  ( 6 6 ) .
2 .  S P E C  I A T I O N  OF MERCURY COMPOUNDS
B e c a u s e  o f  t h e  t o x i c i t y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  i n o r g a n i c  
a n d  o r g a n i c  m e r c u r y ,  t h e r e  h a s  b e e n  a  n u m b e r  o f  m e t h o d s  
d e v e l o p e d  f o r  m e r c u r y  s p e c i a t i o n .  Ma n y  c h r o m a t o g r a p h i c  
t e c h n i q u e s ,  s u c h  a s  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y ,  p a p e r  
c h r m a t o g r a p h y ,  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y ,  g e l  f i l t r a t i o n ,  a n d  
o t h e r s ,  h a v e  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  s p e c i a t i o n  o f  m e r c u r y  
c o m p o u n d s  ( 6 7 ) .  H o w e v e r ,  TLC a n d  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  a r e  m o r e  
f r e q u e n t l y  u s e d  o n l y  f o r  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  m e r c u r y  s p e c i e s  
b e c a u s e  o f  t h e  v o l a t i l i t y  o f  s m a l l e r  m e r c u r y  c o m p o u n d s  
<68) < 69) .
T o t a l  m e r c u r y  a n d  m e t h y 1 m e r c u r y  i n  h a i r  h a v e  b e e n  
d e t e r m i n e d  w i t h  i s o t o p e  d i l u t i o n  a f t e r  d i g e s t i o n  < 7 0 ) .  I s o t o p e  
e x c h a n g e  h a s  b e e n  u s e d  t o  d e t e r m i n e  i n o r g a n i c  m e r c u r y  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  o r g a n i c  m e r c u r y  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  < 7 1 ) .
S e l e c t i v e  a d s o r p t i o n  f o l l o w e d  b y  A . A .  h a s  b e e n  u t i l i z e d  t o  
s p e c i a t e  v o l a t i l e  m e r c u r y  c o m p o u n d s  a n d  e l e m e n t a l  m e r c u r y  v a p o r  
i n  a i r  s a m p l e s  < 7 2 ) .
T h e  c o l d  v a p o r - A . A .  t e c h n i q u e  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  m e r c u r y
s p e c i a t i o n  i n  s o l u t i o n s  < 7 3 > ( 7 4 ) ( 7 5 ) .  T h e s e  m e t h o d s  i n v o l v e  
c h a n g e s  i n  t h e  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  t o  a l l o w  s e q u e n t i a l  
r e d u c t i o n  o f  d i f f e r e n t  f o r m s  o f  m e r c u r y  f r o m  s o l u t i o n s  b e f o r e  
t h e  f i n a l  d e t e r m i n a t i o n  w i t h  A . A .
H o w e v e r ,  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  a n  e l e c t r o n  c a p t u r e  
d e t e c t o r  < G. C . - E . C . D . > w a s  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  m e t h o d  f o r  
m e r c u r y  s p e c i a t i o n  i n  b i o l o g i c a l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  s a m p l e s  
( 7 6 > < 7 7 > < 7 8 ) .  T h i s  m e t h o d  d o e s  n o t  d i s t i n q u i s h  m e r c u r y  f r o m  
m a n y  o t h e r  c o m p o u n d s  a n d  t h e r e f o r e  i n v o l v e s  a  s e r i e s  o f  
e x t r a c t i o n s  f o l l o w e d  b y  t h e  G . C . - E . C . D .  d e t e r m i n a t i o n .  A 
t y p i c a l  s a m p l e  t r e a t m e n t  s c h e m e  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  5
T h e s e  t e c h n i q u e s  d e v e l o p e d  f o r  m e r c u r y  s p e c i a t i o n  
i n e v i t a b l y  r e q u i r e  e l a b o r a t e  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  s u c h  a s  
d i g e s t i o n ,  s e p a r a t i o n ,  e x t r a c t i o n  a n d  c o n c e n t r a t i o n .  R i s K s  o f  
s a m p l e  c o n t a m i n a t i o n ,  c h e m i c a l  n a t u r e  c h a n g e  a n d  s a m p l e  l o s s  
a r e  i n v o l v e d .
E .  REASON' S OF T H I S  STUDY:
T h e r e  a r e  t w o  m a j o r  s o u r c e s  o f  e r r o r  i n  t r a c e  a n a l y s i s .  
S a m p l e  c o n t a m i n a t i o n  c a u s e s  h i g h  a n s w e r s  b u t  l o s s  o f  t h e  
a n a l y t e  c a u s e s  l o w  a n s w e r s .  T h e  n e t  r e s u l t  i s  t h a t  t h e  r a n g e  o f  
e r r o r  i s  o f t e n  v e r y  w i d e .  M i n i m a l  s a m p l e  h a n d l i n g  a n d  c h e m i c a l  
p r e t r e a t m e n t  a r e  i m p o r t a n t  i n  t r a c e  a n a l y s i s  i n  o r d e r  t o  
a d v o i d  c o n t a m i n a t i o n  o f  s a m p l e s ,  l o s s  o f  t h e  a n a l y t e s  a n d  
c h e m i c a l  c h a n g e  o f  t h e  s p e c i e s  p r e s e n t .  D i r e c t  a n a l y s i s  i s  t h e  
b e s t  a p p r o a c h  f o r  t r a c e  a n a l y s i s ,  i f  p o s s i b l e .
S e v e r a l  r e q u i r e  me n t  s  a r e  n e c e s s a r y  b e f o r e  a  d i r e c t
Sample Containing CH^HgX
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Centrifuged
CEjHgCl, Impurities in Benzene
Extracted with Cysteine 
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a n a l y s i s  c a n  b e  a c t u a l l y  p e r f o r m e d . S e n s i t i v i t y  r o u s t  b e  
s u f f i c i e n t  f o r  t h e  s p e c i e s  t o  b e  d e t e c t e d .  T h i s  a v o i d s  t h e  
n e c e s s i t y  f o r  p r e c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p e r t i n e n t  s p e c i e s .  T h e  
m e t h o d  m u s t  b e  c a p a b l e  o f  d e t e c t i n g  a l l  t h e  c o m p o n e n t s  o f  
i n t e r e s t  b u t  n o t  r e a c t  t o  i n t e r f e r e n c e s  f r o m  o t h e r  c o m p o n e n t s  
i n  t h e  s a m p l e .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  s e p a r a t i o n  o r  i s o l a t i o n  
p r e c e d u r e s  c a n  b e  e l i m i n a t e d .  D a t a  r e s u l t i n g  f r o m  d i r e c t  
a n a l y s i s  s h o u l d  b e  m o r e  a c c u r a t e  a n d  r e l i a b l e  a s  a  r e s u l t  o f  
t h e  s i m p l i f i e d  a n a l y t i c a l  p r o c e d u r e s .
A f t e r  r e v i e w i n g  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  m e r c u r y  s p e c i a t i o n  a n d  
d e t e r m i n a t i o n ,  n o  m e t h o d s  w e r e  f o u n d  f o r  d i r e c t  a n a l y s i s  f o r ­
me r c u r y  c o m p o u n d s . Th  i s  s t u d y  i s  t o  d e v e l o p e  m e t h o d o l o g y  t o  
p e r f o r m  m e r c u r y  s p e c i a t i o n  a n d  d e t e r m i n a t i o n  u s i n g  d i r e c t  
a n a l y s  i s .
F o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t o t a l  m e r c u r y ,  a  s p e c i a l l y  
d e s i g n e d  q u a r t z  T  g r a p h i t e  A . A .  w a s  u s e d .  A t o m i c  a b s o r p t i o n  
o f f e r s  a  s e l e c t i v e  m e t h o d  f o r  m e t a l  d e t e r m i n a t i o n .  T h e  d e s i g n  
o f  t h e  q u a r t z  T  AA s h o u l d  p e r m i t  t h e  e l i m a t i o n  o f  m a j o r  m a t r i x  
i n t e r f e r e n c e s ,  a s  w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r .
B a s e d  o n  t h e  l i t e r a t u r e ,  c h r o m a t o g r a p h  i c  t e c h n i q u e s  a r e  
t h e  b e s t  s e p a r a t i o n  m e t h o d .  T h e  c o m b i n a t i o n  o f  g a s  
c h r o m a t o g r a p h  a n d  g r a p h i t e  A.  A.  s h o u l d  p r o v i d e  t h e  b a s i s  o f  a  
s e n s i t i v e  m e t h o d  f o r  m e r c u r y  s p e c i a t i o n ,  e s p e c i a l l y  f o r  t h e  
v o l a t i l e  m e r c u r y  c o m p o u n d s .
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I I  CHAPTER 2  - THEORY
A.  GAS CHROMATOGRAPHY
1.  H I S T O R Y
No o t h e r  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e  h a s  g o n e  t h r o u g h  s u c h  r a p i d  
a n d  i n t e n s i v e  d e v e l o p m e n t  a s  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  < G . C . ) .  I t  
a c t u a l l y  o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  s e l e c t i v e  a d s o r p t i o n  t e c h n i q u e  f o r  
d e t e r m i n i n g  t h e  l i g h t  h y d r o c a r b o n  c o n t e n t  o f  n a t u r a l  g a s .  I n  
t h e  1 9 2 0 ' s  t h e  c h a r c o a l  t e s t  w a s  w i d e l y  u s e d  i n  d e t e r m i n i n g  
n a t u r a l  g a s  b y  a d s o r p t i o n  o n  c h a r c o a l  f o l l o w e d  b y  r e m o v a l  o f  
t h e  a d s o r b e d  c o m p o u n d s  b y  d i s p l a c e m e n t  w i t h  g l y c e r o l  o r  m e r c u r y  
v a p o r s  < 7 9 ) .  C o m b i n a t i o n  o f  a  t e m p e r a t u r e  c o n t r o l  d e v i c e  a n d  
m e r c u r y  v a p o r  w e r e  l a t e r  i n t r o d u c e d  t o  g e t  b e t t e r  r e s u l t s  b y  
T u r n e r  . He a l s o  r e c o r d e d  t h e  t h e r m a l  c o n d u c t i v i t y  o f  t h e  
e f f l u e n t  f r o m  t h e  a d s o r b e n t  < 8 0 ) .  T h e  r e c o r d e r  t r a c e  i s  s i m i l a r  
t o  a  c h r o m a t o g r a m .
M o d e r n  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  a  c o n t i n u o u s  f l o w  o f  i n e r t  
c a r r i e r  g a s  w a s  i n t r o d u c e d  b y  H e s s e  a n d  c o u o r K e r s  a t  t h e  
U n i v e r s i t y  o f  Mar  b u r y  /  L a h n  ,  i n  G e r m a n y  t o  s e p a r a t e  v o l a t i l e  
o r g a n i c  a c i d s .  H o w e v e r ,  t h e  m e t h o d  w a s  t e r m e d  a d s o r p t i o n  
d i s t i l l a t i o n  t h a t  t i m e  < 8 1 ) .
M o d e r n  g a s  a d s o r p t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  d e v e l o p e d  b y  
C r e m e r ,  P r i o r  a n d  M u l l e r  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  I n n s b r u c K . A 
s y s t e m  c o n s i s t i n g  o f  a  c a r r i e r - g a s  s o u r c e  s a m p l e  i n t r o d u c t i o n  
d e v i c e ,  a  t h e r m o s t a t e d  s e p a r a t i o n  c o l u m n  a n d  a  t h e r m a l  
c o n d u c t i v i t y  d e t e c t o r  w a s  d e v e l o p e d  b y  t h e m  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  
l i g h t  g a s e s  a n d  p h y s i c o - c h e m i c a l  m e a s u r e m e n t .  S e v e r a l  b a s i c
t e r m s  a r i d  r e l a t i o n s h i p s  n o w u n i v e r s a l l y  u s e d  w e r e  a l s o  
i n t r o d u c e d  < 8 2 ) < 8 3 ) < 8 4 > .
T h e  i n t r o d u c t i o n  o-f p a r t i t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  a s  t h e  b a s i s  
o-f s e p a r a t i o n  b y  M a r t i n  a n d  S y n g e . ,  i n  1 9 4 1 ,  w a s  a  m o s t  
s i g n i f i c a n t  a d v a n c e  i n  a n a l y t i c a l  c h e m i s t r y  < 8 5 ) .  T h e y  w e r e  
r e c o g n i z e d  b y  t h e  1 8 5 2  M a b e l  P r i z e  i n  C h e m i s t r y .
A f t e r  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  g a s - l i q u i d  p a r t i t i o n  
c h r o m a t o g r a p h y , g a s  a d s o r p t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  u s e d  i n  
p r a c t i c e  a l m o s  t  e x c l u s i v e l y  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  i n o r g a n i c  g a s e s  
a n d  C j - C g g  h y d r o c a r b o n s .  T h e  i d e a  o f  p a r t i t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  
w a s  p u t  i n t o  p r a c t i c e  b y  M a r t i n  h i m s e l f  i n  1 9 5 1  a t  t h e  N a t i o n a l  
I n s t i t u t e  f o r  M e d i c a l  R e s e a r c h ,  i n  L o n d o n ,  a n d  a s s o c i a t e d  w i t h
A . T .  J a m e s  f o r  v o l a t i l e  f a t y  a c i d  a n a l y s i s  <8 8 ) .  Du e  t o  t h e  
s u c c e s s  o f  t h i s  t e c h n i q u e ,  m o r e  wo r K w a s  f o l l o w e d  a n d  p u b l i s h e d  
< 8 7 ) < 8 8 ) < 8 9 ) .  T h e  s e n s i t i v i t y ,  s p e e d ,  a c c u r a c y  a n d  s i m p l i c i t y  
o f  t h i s  m e t h o d  f o r  t h e  s e p a r a t i o n ,  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  
d e t e r m i n a t i o n  o f  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  h a s  r e s u l t e d  i n  a  
p h e n o m e n a l  g r o w t h  s i n c e  t h e  n .
2 .  THEORY
G a s  c h r o m a t o g r a p h y  i s  a  t e c h n i q u e  f o r  s e p a r a t i n g  v o l a t i l e  
s u b s t a n c e s  b y  f l o w i n g  a  g a s  s t r e a m  o v e r  a  s t a t i o n a r y  p h a s e .  I f  
t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  i s  a  s o l i d ,  we s p e a k '  o f  g a s - s o  l i d  
c h r o m a t o g r a p h y  < G . S . C . ) .  T h i s  d e p e n d s  o n  t h e  a d s o r p t i v e  
p r o p e r t i e s  o f  t h e  c o l u m n  p a c k i n g  t o  s e p a r a t e  s a m p l e s ,  p r i m a r i l y  
g a s e s .  I f  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  i s  a  l i q u i d ,  we s p e a k  o f  g a s  
l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  < G . L . C . > .  T h e  l i q u i d  i s  s p r e a d  a s  a  t h i n
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• f i l m  o v e r  a n  i n e r t  s o l i d  a n d  t h e  b a s i s  f o r  s e p a r a t i o n  i s  t h e  
p a r t i t i o n i n g  o f  t h e  s a m p l e  b e t u e e n  t h e  m o b i l e  p h a s e  a n d  t h e  
l i q u i d  f i l m .  T h e  u s a b l e  t e m p e r a t u r e  r a n g e  f o r  t h e  l i q u i d  p h a s e  
( s u b s t r a t e ?  c a n  b e  a s  u  i d e  a s  u p  t o  4 0 0 ®  C .  I t  i s  n o w p o s s i b l e  
t o  h a v e  c h e m i c a l l y  b o n d e d  l i q u i d  p h a s e s  o n  t h e  i n e r t  s o l i d  
s u p p o r t s .  T h e s e  ma Ke  G . L . C .  t h e  m o s t  v e r s a t i l e  a n d  s e l e c t i v e  
f o r m  o f  g a s  c h r o m a t o g r a p h y .  I t  c a n  b e  u t i l i z e d  t o  a n a l y z e  
g a s e s ,  l i q u i d s  a n d  e v e n  s o l i d s .
T h e  b a s i s  f o r  s e p a r a t i o n  i n  G . C .  i s  t h e  e q u i l i b r i u m
d i s t r i b u t i o n  o f  d i f f e r e n t  c o m p o u n d s  b e t w e e n  t w o  p h a s e s  w h i c h  
c a u s e s  a  d i f f e r e n t i a l  m i g r a t i o n  r a t e  f o r  d i f f e r e n t  c o m p o n e n t s  
i n  t h e  s a m p l e .  I n  G . L . C . ,  t h e  n e t  f l o w  r a t e  o f  a  c o m p o u n d  
t h r o u g h  a  c o l u m n  i s  c o n t r o l l e d  b y  ( a ?  t h e  f r a c t i o n  o f  s o l u t e  i n
t h e  m o b i l e  p h a s e  ( g a s  s t r e a m ?  a n d  ( b  ) t h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t
o f  t h e  c o m p o u n d  b e t u e e n  t h e  m o b i l e  a n d  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  
( s u b s t r a t e )  w h i c h  d e t e r m i n e s  t h e  t i m e  t h e  c o m p o u n d  w i l l  s p e n d  
i n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e .
T h e  r e s o l u t i o n  o f  c h r o m a t o g r a p h i c  p e a K s  i s  r e l a t e d  t o  t w o  
f a c t o r s  s c o l u m n  e f f i c i e n c y  a n d  s o l v e n t  ( s u b s t r a t e )  e f f i c i e n c y .  
C o l u m n  e f f i c i e n c y  i s  c o n c e r n e d  w i t h  p e a K  b r o a d e n i n g  o f  a n  
i n i t i a l l y  c o m p a c t  s a m p l e  b a n d  a s  i t  p a s s e s  t h r o u g h  t h e  c o l u m n .  
T h e  d e g r e e  o f  b r o a d e n i n g  r e s u l t s  f r o m  t h e  c o l u m n  d e s i g n  a n d  
o p e r a t i n g  c o n d i t i o n s  a n d  c a n  b e  q u a n t i t a t i v e l y  d e s c r i b e d  b y  t h e  
h e i g h t  e q u i v a l e n t  o f  a  t h e o r e t i c a l  p l a t e  ( H E T P ) ,  a  t e r m  
b o r r o w e d  f r o m  s e p a r a t i o n  b y  d i s t i l l a t i o n .  T h e  HETP i s  t h e  
l e n g t h  o f  c o l u m n  n e c e s s a r y  t o  a t t a i n  t h e  d y n a m i c  s o l u t e
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e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  m o b i l e  p h a s e  a n d  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e .
S o l v e n t  ( s u b s t r a t e  ) e f f i c i e n c y  r e s u l t s  - f r o m t h e  
s o l u t e - s o l  v e n t  i n t e r a c t i o n  w h i c h  d e t e r m i n e s  t h e  r e l a t i v e  
p o s i t i o n  o f  s o l u t e  b a n d s  o n  a  c h r o m a t o g r a m .  T h i s  i s  m e a s u r e d  b y  
t h e  r e s p e c t i v e  d i s t r i b u t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  s o l u t e s  i n  t h e  
s o l v e n t  a t  a  g i v e n  t e m p e r a t u r e .
C o l u m n  e f f i c i e n c y  i s  m e a s u r e d  b y  t h e  n u m b e r  o f  t h e o r e t i c a l  
p l a t e s .  I f  i t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e  e n t i r e  s a m p l e  i s  i n t r o d u c e d  
o n t o  o n e  t h e o r e t i c a l  p l a t e  a s  a  s i n g l e  p l u g ,  t h e n  t h e  n u m b e r  o f  
t h e o r e t i c a l  p l a t e s  i s  e x p r e s s e d  b y  t h e  e m p i r i c a l  f o r m u l a  
d e v e l o p e d  b y  M a r t i n ;
N = 16  <y /  Y ) 2  
w h e r e  : N = n u m b e r  o f  t h e o r e t i c a l  p l a t e s
y. - d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  p o i n t  o f  i n j e c t i o n  a n d  t h e  p e a K  
ma x  irnurri.
Y = p e a K  w i d t h  .
To c o m p a r e d  c o l u m n s  o f  d i f f e r e n t  l e n g t h s ,  HETP i s  p r e f e r a b l y  
u s e d .  I t  i s  r e l a t e d  t o  N b y  ;
H = L / N
w h e r e  L i s  t h e  l e n g t h  o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h  i c  c o 1 u m n , u s u a l  1 y i n  
c e n t i m e t e r s .  T h e  r a t e  t h e o r y  d e v e l o p e d  b y  v a n  D e e m t e r  a n d  
e x t e n d e d  b y  G l u e c K a u f  a n d  o t h e r  w o r K e r s  i s  i m p o r t a n t  a n d  u s e f u l  
i n  o p t i m i z i n g  c h r o m a t o g r a p h  i c  p e r f o r m a n c e  0 0 ) 0 1 ) .  A b a s i c  
e q u a t i o n  w a s  d e r i v e d  f o r  t h e  h e i g h t  e q u i v a l e n t  t o  a  t h e o r e t i c a l  
p l a t e  i n  a  G.  C .  c o l u m n  :
HETP = A + B /  V + CV.
T h r e e  p r i n c i p a l  c o n t r i b u t i o n s  t o  t h e  b r o a d e n i n g  o-f a  G.  C .  b a n d  
a r e  i n c l u d e d  :
T e r m  ft i s  t h e  m u l t i p a t h  e f f e c t  a n d  e d d y  c u r r e n t s ,  t e r m  B 
i s  d u e  t o  t h e  m o l e c u l a r  d i f f u s i o n  a n d  C i s  t h e  r e s i s t a n c e  t o  
m a s s  t r a n s f e r , T h e  l i n e a r  g a s  v e l o c i i t y  i s  r e p r e s e n t e d  b y  V.  
E v e n  t h a t  V i s  n o t  a l w a y s  c o n s t a n t  o v e r  t h e  e n t i r e  l e n g t h  o f  
t h e  c o l u m n  d u e  t o  t h e  c o m p r e s s i b i 1 i t y  o f  t h e  c a r r i e r  g a s .  ft 
p l o t  w i t h  HETP a g a i n s t  V w i t h  a  h y p e r b o l a  s h a p e  c a n  n o r m a l l y  b e  
o b t a i n e d .  T h e  f l o w  r a t e  w i t h  t h e  m i n i m u m  HETP i s  t h e  o p t i m u m  
f l o w  r a t e  f o r  c o l u m n  e f f i c i e n c y .
To  i n c r e a s e  t h e  c o l u m n  e f f i c i e n c y  b y  m i n i m i z i n g  t h e  ft 
t e r m ,  o n e  c a n  u s e  s m a l l  p a r t i c l e s  o f  u n i f o r m  s i z e  c o n s i s t e n t  
w i t h  l o w  p r e s s u r e  d r o p  a n d  s m a l l e r  d i a m e t e r  c o l u m n s .  T h e  m e t h o d  
o f  r e d u c i n g  t h e  B t e r m  i s  t o  i n c r e a s e  t h e  l i n e a r  f l o w  v e l o c i t y  
V a n d  u s e  a  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  c a r r i e r  g a s  s i n c e  
d i f f u s i v i t y  o f  a  g a s  ma y  b e  r e d u c e d  b y  i n c r e a s i n g  t h e  d e n s i t y  
o f  t h e  g a s .  T h e  d e n s i t y  o f  t h e  g a s  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
p r e s s u r e  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  g a s .  To  m i n i m i z e  t h e  C 
t e r m ,  a  t h i n  f i l m  o f  a  l o w  v i s c o s i t y  l i q u i d  s h o u l d  b e  u s e d .  T h e  
f l o w  r a t e  m u s t  b e  l o w  e n o u g h  a n d  d i s t r i b u t i o n  c o e f f i c i e n t  h i g h  
e n o u g h  t o  f a v o r  e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  l i q u i d  a n d  g a s  p h a s e .
S o l v e n t  e f f i c i e n c y  d e p e n d s  o n  t h e  s o l u t e - s o l v e n t  
i n t e r a c t i o n  w h i c h  d e t e r m i n e s  t h e  r e t e n t i o n  o f  t h e  s o l u t e  i n  
t h e  c o l u m n .  T h e  s t r i K i n g  f e a t u r e  o f  G.  C .  i s  t h a t  a  w i d e  r a n g e  
o f  1 i q u i d  p h a s e s  c a n  b e  u s e d .  S u b s t a n c e s  h a v i n g  t h e  s a m e  v a p o r  
p r e s s u r e  c a n  b e  e a s i l y  s e p a r a t e d  b y  a p p r o p r i a t e  s e l e c t i o n  o f
30
■the 1 i q  i d  p h a s e .
T h e r e  a r e  f o u r  m a j o r  i n t e r a c t i o n  f o r c e s  b e t w e e n  t h e  
s t a t i o n a r y  p h a s e  a n d  t h e  s a m p l e  w h i c h  a c c o u n t  f o r  G . C .  
s e p a r a t i o n s  < 9 2 > .  T h e s e  a r e  o r i e n t a t i o n  o r  K e e s o m  f o r c e s ,  
i n d u c e d  d i p o l e  o r  D e b y e  f o r c e s ,  L o n d o n  o r  n o n - p o l a r  f o r c e s  a n d  
o t h e r  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  f o r c e s .  O r i e n t a t i o n  o r  K e e s o m  f o r c e s  
r e s u l t  f r o m  i n t e r a c t i o n  b e t w e e m  t w o  p e r m a n e n t  d i p o l e s .
M o l e c u l e s  w i t h  a  p e r m a n e n t  d i p o l e  c a n  i n d u c e  d i p o l e s  o n  
n e i g h b o r i n g  m o l e c u l e s  a n d  c a u s e  i n t e r a c t i o n .  I n t e r a c t i o n s  c a n  
a l s o  a r i s e  f r o m  i n s t a n t a n e o u s  d i p o l e s  o f  t h e  t w o  i n t e r a c t i n g  
s p e c i e s .  T h i s  i s  t h e  o n l y  s o u r c e  o f  a t t r a c t i v e  e n e r g y  b e t w e e n  
t w o  n o n p o l a r  s u b s t a n c e s  O t h e r  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  f o r c e s  
i n c l u d e s  c h e m i c a l  b o n d i n g  a n d  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  A l l  t h e s e  
i n t e r a c t i o n  f o r c e s  d e t e r m i n e  t h e  s o l u b i l i t y  a n d  t h e  G . C .  
s e p a r a t  i o n .
T h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  K r e p r e s e n t s  t h e  c o m b i n e d  
e f f e c t s  o f  t h e s e  f o r c e s ,  w h e r e
K = q u a n t i t y  o f  s o l u t e  p e r  u n i t  v o l u m e  o f  s t a t i o n a r y  p h a s e  
/  q u a n t i t y  o f  s o l u t e  p e r  u n i t  v o l u m e  o f  m o b i l e  p h a s e .
I f  t h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t n s  o f  t w o  c o m p o u n d s  a r e  d i s s i m i l a r ,  
s e p a r a t i o n  o f  t h e m  w i l l  b e  p o s s i b l e .  T h e  g r e a t e r  t h e  d i f f e r e n c e  
i n  t h e  K v a l u e s  i s ,  t h e  f e w e r  t h e  n u m b e r  o f  p l a t e s  r e q u i r e d  t o  
a c h i e v e  a  s e p a r a t i o n .  S o v e n t  e f f i c i e n c y  i s  m e a s u r e d  b y  ,  t h e  
r a t i o  o f  t h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  t w o  c o m p o u n d s  t o  b e  
s e p a r a t e d .
I t  i s  v e r y  i m p o r t a n t  t o  r e a l i z e  t h a t  b o t h  a n d  K a r e
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t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n t .  T h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t ,  K d e c r e a s e  
w i t h  i n c r e a s i n g  t e m p e r a t u r e .  T h i s  a l s o  i n c r e a s e s  t h e  f r a c t i o n  
o f  s o l u t e  i n  t h e  g a s  p h a s e  a n d  d e c r e a s e  t h e  r e t e n t i o n  t i m e .  
S i n c e  i t  i s  t h e  l i q u i d  p h a s e  p e r f o r m i n g  t h e  s e p a r a t i o n ,  t h i s  
i n  t u r n  g i v e s  a  d e c r e a s e d  s e p a r a t i o n .  To h a v e  m o r e  i n t e r a c t i o n  
w i t h  l i q u i d  p h a s e ,  a  l o w e r  t e m p e r a t u r e  s h o u l d  b e  u s e d ,  i . e . ,  
m o r e  s e p a r a t i o n  a n d  l o n g e r  a n a l y s i s  t i m e .
3 .  COLUMNS
S i n c e  t h e  a c t u a l  s e p a r a t i o n  o f  s a m p l e  c o m p o n e n t s  i s  
a c h i e v e d  i n  t h e  c o l u m n ,  i t  i s  t h e  h e a r t  o f  t h e  c h r o m a t o g r a p h .  
T h e  c h o i c e  o f  c o l u m n  d e t e r m i n e s  t h e  s u c c e s s  o r  f a i l u r e  o f  a  
p a r t i c u l a r  s e p a r a t i o n .  B o t h  c a p i l l a r y  a n d  p a c k e d  c o l u m n s  a r e  
p o p u l a r  i n  g a s - l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .  C a p i l l a r y  c o l  urns  a r e  o p e n  
t u b u l a r  c o l u m n s ,  r a n g e d  f r o m  0 . 2 m m  t o  0 . 7 5 mm i n  i . d . ,  w i t h  
e i t h e r  a  t h i n  f i l m  o f  l i q u i d  p h a s e  c o a t e d  o r  c h e m i c a l l y  b o n d e d  
o n  t h e  w a l l .  A t y p i c a l  a n a l y t i c a l  p a c k e d  c o l u m n  i s  o r d i n a r i l y  
1 / 1 6 ' '  t o  1 / 4 ' '  O . D .  t u b i n g  f r o m  3  t o  3 0  f e e t  i n  l e n g t h .  I t  i s  
u s u a l l y  p r e p a r e d  b y  c o a t i n g  t h e  l i q u i d  p h a s e  o n t o  c e r t a i n  s o l i d  
s u p p o r t  a n d  t h e n  p a c k  t h e  c o a t e d  s o l i d  s u p p o r t  i n t o  t h e  t u b i n g .
F o r  a n  e f f i c i e n t  s e p a r a t i o n ,  t h e  l i q u i d  p h a s e  i n  t h e  
c o l u m n  s h o u l d  b e  s i m i l a r  c h e m i c a l l y  t o  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  
m i x t u r e ,  ft g o o d  u n d e r s t a n d i n g  a b o u t  a  s a m p l e  w i l l  h e l p  i n  t h e  
s e l e c t i o n  o f  a  s u i t a b l e  s u b s t r a t e  f o r  t h e  c o l u m n .  L i q u i d  p h a s e s  
o f  d i f f e r e n t  n a t u r e ,  s u c h  a s  p o l a r i t y ,  c a n  b e  u s e d  f o r  
s e p a r a t i n g  c o m p o n e n t s  o f  d i f f e r e n t  c h e m i c a l  c l a s s e s  i n  a  
m i x t u r e  .
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A g o o d  l i q u i d  p h a s e  s h o u l d  h a v e  - t h e  - f o l l o w i n g  
c h a r a c t e r  i s i  i c s  : a >  b e  c h e m i c a l l y  i n e r t  t o w a r d  t h e  s o l u t e s  o f  
i n t e r e s t  a n d  t h e  c o l u m n  t e m p e r a t u r e ,  b >  b e  n o n v o l a t i l e  o v e r  t h e  
o p e r a t i n g  t e m p e r a t u r e  r a n g e ,  c >  b e  t h e r m a l l y  s t a b l e  a n d  d >  b e  
c a p a b l e  o f  s e p a r a t i n g  s a m p l e  c o m p o n e n t s .
S o l i d  s u p p o r t s  u s e d  f o r  s u p p o r t i n g  t h e  l i q u i d  p h a s e  s h o u l d  
a l s o  m e e t  c e r t a i n  r e q u i r e m e n t s  i n c l u d i n g  a >  l a r g e  s u r f a c e  
a r e  a - u p  t o  2 0  s q .  m e t e r s  p e r  g r a m ,  b >  u n i f o r m  p o r e  s t r u c t u r e  
a n d  s i z e ,  c >  c h e m i c a l l y  i n e r t n e s s  a n d  d >  g o o d  m e c h a n i c a l  
s t r e n g t h .  U s u a l l y  o n e  m u s t  ma Ke  c h o i c e  b e t w e e n  i n e r t n e s s  o r  
e f f i c i e n c y  ( h i g h  s u r f a c e  a r e a ) .
T h e  a m o u n t  o f  l i q u i d  p h a s e  c o a t e d  o n t o  t h e  s o l i d  s u p p o r t  
i n  a  c o l u m n  s h o u l d  b e  e n o u g h  t o  c o a t  t h e  p a r t i c l e s  w i t h  a  t h i n  
u n i f o r m  l a y e r .  T o o  m u c h  l u q u i d  p h a s e  w i l l  c o l l e c t  i n  p o o l s  
b e t w e e n  p a r t i c l e s  a n d  d e c r e a s e  t h e  c o l u m n  e f f i c i e n c y .  C o m p o u n d s  
w i t h  l o w  v o l a t i l i t y  a r e  b e s t  r u n  o n  l o w - l o a d e d  c o l u m n s - - 3 X  o r  
l e s s .  V e r y  v o l a t i l e  c o m p o u n d s  r e q u i r e  h i g h e r  l o a d i n g  o f  l i q u i d  
p h a s e ,  u p  t o  3 0 ’-;, t o  a c h i e v e  e n o u g h  s e p a r a t i o n .
T h e  r e a l  b r e a k t h r o u g h  i n  h i g h e r  c o l u m n  p e r f o r m a n c e  i s  d u e  
t o  Go 1 a y  w h o ,  i n  1 9 5 G ,  s t a r t e d  t o  i n v e s t i g a t e d  t h e  o p e r a t i o n  o f  
a  GC c o l u m n  f r o m  a  t h e o r e t i c a l  b a s i s  ( 9 3 ) .
A p a c k e d  c o l u m n  w a s  c o n s i d e r e d  a s  e q u i v a l e n t  t o  a  b u n d l e  o f  
c a p i l l a r y  t u b e s  c o a t e d  w i t h  t h e  l i q u i d  p h a s e ,  w i t h  a n  i . d .  o f  
t h e  o r d e r  o f  t h e  s o l i d  s u p p o r t  p a r t i c l e  s i z e .  T h i s  i d e a  i s  
a c t u a l l y  t h e  t h e o r e t i c a l  b a s i s  o f  t h e  o p e n  t u b u l a r  c a p i l l a r y  
c o l u m n .  I n  c a p i l l a r y ,  t h e r e  i s  n o  p a c k i n g  a n d  t h e  l i q u i d  p h a s e
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i s  e i t h e r  c o a t e d  o n  o r  c h e m i c a l l y  b o n d e d  t o  t h e  i n s i d e  w a l l  o f  
t h e  c o l u m n  t u b i n g  w h i c h  c a n  b e  g l a s s  o r  - f u s e d  s i l i c a .  T o d a y ,  
t h e s e  c o l u m n s  a r e  u s e d  i n  a  l a r g e  n u m b e r  o f  l a b o r a t o r i e s  f o r  
d a y - t o - d a y ,  r o u t i n e  a p p l i c a t i o n s .
4 .  DETECTORS
An a u t o m a t i c  t i t r a t o r  w a s  u s e d  t o  d e t e c t  t h e  f r a c t i o n s  
e m e r g i n g  f r o m  t h e  c o l u m n  b y  J a m e s  a n d  M a r t i n  i n  t h e i r  o r i g i n a l  
w o r K  O S ) .  K a t h a r o m e t e r  C t h e r m a l  c o n d u c t i v i t y  d e t e c t o r )  w a s  
i n t r o d u c e d  b y  R a y  a n d  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  m a n y  y e a r s  0 4 ) .  I t  
r e m a i n s  o n e  o f  t h e  m o s t  p o p u l a r  d e t e c t o r s  e v e n  t o d a y .
Two h i g h l y  s e n s i t i i v e  d e t e c t o r s  b a s e d  o n  i o n i z a t i o n  
p r i n c i p l e s  w e r e  d e v e l o p e d  i n  1 9 5 8 .  T h e  f l a m e  i o n i z a t i o n  
d e t e c t o r  ( F .  I .  D . )  w a s  d e s c r i b e d  b y  H a r l e y ,  N e l l  a n d  
P r e t o r i u s  0 5 ) .  T h e  a r g o n  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r  ui as  r e p o r t e d  by  
L o v e l o c K  a n d  i m m e d i a t e l y  u t i l i z e d  c o m m e r c i a l l y  0 8 ) 0 7 ) 0 8 ) .
T h e  e l e c t r o n  c a p t u r e  d e t e c t o r  ( E . C . D . )  a l s o  d e v e l o p e d  b y  
L o v e l o c K  i s  a  h i g h l y  s e n s i t i v e  a n d  s e l e c t i v e  d e t e c t o r  f o r  
h a l o g e n a t e d  c o m p o u n d s  w a s  a c t u a l l y  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  
o r i g i n a l  a r g o n  d e t e c t o r  0 8 ) .  T o d a y ,  E . C . D .  f i n d s  i t s  w i d e  
a p p l i c a t i o n  i n  p e s t i c i d e  m o n i t o r i n g .  T h e  s t a n d a r d  s o u r c e  i s  
N i 6 3  .
O t h e r  d e t e c t o r s  u s e d  i n  G . C .  a r e  t h e  c o u l o m e t r i c  d e t e c t o r ,  
t h e  t h e r m a l  c o n d u c t i v i t y  d e t e c t o r  a n d  t h e  f l a m e  p h o t o m e t r i c  
d e t e c t o r  ( 1 0 0 ) ( 1 0 1 ) < 1 0 2 ) .  Wh e n  c h o o s i n g  a  d e t e c t o r ,  o n e  m u s t  
c o n s i d e r  t h e  s e l e c t i v i t y ,  s e n s i t i v i t y  a n d  w h e t h e r  t h e  d e t e c t o r  
is destructive or nondestructive.
5 .  S P E C I A L  DE T E CT ORS  a n d  COMBI NAT I ON T E CHNI QUE S
G a s  c h r o m a t o g r a p h y  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  p o w e r f u l  s e p a r a t i o n  
t e c h n i q u e s  a n d  c a n  b e  i n t e r f a c e d  w i t h  o t h e r  a n a l y t i c a l  s y s t e m s .  
T h i s  o f f e r s  e v e n  w i d e r  r a n g e  a p p l i c a t i o n  o f  G . C .  t o  c h e m i c a l  
m i x t u r e s  .
G . C .  i n t e r f a c e d  w i t h  I . R .  i s  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  f o r  
y e a r s  d u e  t o  t h e  i n v e n t i o n  o f  F . T . - I . R .  w h i c h  p r o v i d e s  a  f a s t  
p r o c e s s  t o  o b t a i n  I . R .  s p e c t r a  f o r  t h e  c o m p o n e n t s  i n  a  m i x t u r e .  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  f u n c t i o n a l  g r o u p s  o r  s t r u c t u r e s  c a n  b e  e a s i l y  
a c h i e v e d  w i t h  t h e  h e l p  o f  a  m i c r o c o m p u t e r .
P a c k e d  c o l u m n  G . C .  c a n  b e  i n t e r f a c e d  w i t h  a  m a s s  
s p e c t r o m e t e r  u s i n g  a  j e t  s e p a r a t o r .  C a p i l l a r y  c o l u m n  c a n  b e  
d i r e c t l y  i n t e r f a c e d  w i t h  t h e  M . S .  i o n i z a t i o n  s o u r c e  w i t h o u t  
u s i n g  e x t r a  d e v i c e .  M a s s  s p e c t r a  o f  s a m p l e  c o m p o n e n t s  c a n  b e  
o b t a i n e d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  t h e  s e p a r a t i o n .  T h e  s e l e c t i v e  i o n  
m o n i t o r i n g  m e t h o d  e n a b l e s  o n e  t o  m o n i t o r  a  c o m p o u n d  b y  G . C . - M S  
a t  a  s e n s i t i v i t y  l e v e l  o f  1 0 _ ^ g .  G . C . - MS o f f e r s  a  p o w e r f u l  
m e t h o d  f o r  s e p a r a t i o n  a n d  i d e n t i f i c a t i o n . I t  i s  u s e d  r o u t i n e l y  
i n  m a n y  l a b o r a t o r i e s  t o d a y .
G . C .  c a n  b e  i n t e r f a c e d  w i t h  t a n d e m  M . S .  u s i n g  a  
t r i p  1 e - q u a d r i p o 1 e s y s t e m .  O t h e r  i n e r t  g a s  n e e d s  t o  b e  
i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  c e n t r a l  q u a d r i p o l e  f o r  f u r t h e r  
f r a g m e n t a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  f r a g m e n t s .  T h i s  m e t h o d  e n a b l e s  
t h e  f u r t h e r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a  c o m p o u n d  f r a g m e n t  b y  a  s e c o n d  
m a s s  s p e c t r o m e t e r  u n i t .  A t y p i c a l  c o m m e r c i a l  G . C . - M S - M S  c a n  
a n a l y z e  a  m a s s  r a n g e  u p  t o  1 0 0 0  w i t h  m e d i a n  r e s o l u t i o n .  A
h i g h e r  r e s o l u t i o n  c a n  b e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  i n t r o d u c t i o n  o-f a n  
e x t r a  m a g n e t i c  m a s s  s e l e c t o r .  T o d a y ,  G . C . - M S - M S  i s  p r o b a b l y  t h e  
m o s t  p o w e r f u l  G . C .  s y s t e m  - f o r  g e n e r a l - p u r p o s e  a p p l i c a t i o n s
B.  ATOMI C A B S O R P T I O N
A t o m i c  a b s o r p t i o n  w a s  r e c o g n i z e d ,  i n  1 9 5 3 ,  b y  L l a l s h  a s  a  
p o t e n t i a l  t e c h n i q u e  - f o r  c h e m i c a l  a n a l y s e s .  I n  1 9 5 5  h e  p u b l i s h e d  
a n  e x c e l l e n t  p a p e r  e x a m i n i n g  t h e  b a s i c  p r i n c i p l e s  a n d  t h e  
t h e o r e t i c a l  - f a c t o r s  g o v e r n i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t u e e n  a t o m i c  
a b s o r p t i o n  a n d  a t o m i c  c o n c e n t r a t i o n  < 1 0 3 > .
I n  a t o m i c  a b s o r p t i o n ,  m o l e c u l e s  o r  i o n s  a r e  c o n v e r t e d  i n t o  
f r e e  a t o m s  a n d  t h e n  t h e  a b s o r p t i o n  o f  r a d i a t i o n  b y  t h e s e  f r e e  
a t o m s  i s  m e a s u r e d .  T h e  a b s o r p t i o n  o f  r a d i a t i o n  b y  f r e e  a t o m s  
f o l l o w s  a  B e e r ' s  l a w - t y p e  r e l a t i o n s h i p  i n  w h i c h  a b s o r p t i o n  h a s  
a  l o g a r i t h m i c  r e l a t i o n s h i p  t o  c o n c e n t r a t i o n .  I f  t h e  p o p u l a t i o n  
o f  f r e e  a t o m s  i n  t h e  l i g h t  p a t h  o f  a n  a t o m i z e r  i s  h o m o g e n e o u s ,  
c o n c e n t r a t i o n  i s  a  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  n u m b e r  o f  f r e e  a t o m s .
T h e  t o t a l  a b s o r p t i o n  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  f r e e  
a t o m s  a n d  t h e  o s c i l l a t o r  s t r e n g t h  o f  t h e  a b s o r p t i o n  l i n e  
r e p r e s e n t e d  a s  f o l l o w e d  e q u a t i o n  :
1 .  B A S I C  P R I N C I P L E S
w h e r e  t
Kw = a b s o r p t i o n  c o e f f i c i e n t  a t  f r e q u e n c y  v
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e c h a r g e  o f  a n  e l e c t r o n
m m a s s  o-f a n  e l e c t r o n
c s p e e d  o-f 1 i g h t
Nv = n u m b e r  o f  a b s o r b i n g  a t o m s  u h i c h  c a n  a b s o r b  a t
f r e q u e n c y  v
f o s c i l l a t o r  s t r e n g t h  o f  t h e  a b s o r p t i o n  l i n e ,  i . e . ,
a v e r a g e  n u m b e r  o f  e l e c t r o n s  p e r  a t o m  u i h i c h  c a n  b e  e x c i t e d .
T h e  o s c i l l a t o r  s t r e n g t h  c a n  b e  d e f i n e d  m a t h e m a t i c a l l y  a s
Ag = E i n s t e i n ' s  c o e f f i c i e n t  o f  s p o n t a n e o u s  e m i s s i o n  
i n  t h e  t w o  s t a t e s  1 a n d  2 .
T h e  o s c i l l a t o r  s t r e n g t h  f o r  a n  e l e m e n t  i s  a  c o n s t a n t  f o r  a  
p a r t i c u l a r  r e s o n a n c e  l i n e  o f  t h a t  e l e m e n t .  I t  i s  a l s o  t h e
l i m i t i n g  f a c t o r  f o r  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  a t o m i c  a b s o r p t i o n ,  f o r  a
g i v e n  e l e m e n t  a t  a  g i v e n  l i n e .
T h e  s i z e  o f  t h e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s i g n a l  i s  d e t e r m i n e d  b y
t h e  n u m b e r  o f  f r e e  a t o m s  p r o d u c e d  i n  t h e  a t o m i z a t i o n  p r o c e s s  
w i l l  d e t e r m i n e  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  T h i s  m e a n s  
t h a t  a t o m i z a t i o n  e f f i c i e n c y  a c t u a l l y  c o n t r o l s  t h e  s e n s i t i v i t y
f
w h e r e  :
0  = w a v e l e n g t h  o f  t h e  e m i s s i o n  l i n e
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o-f A . A .  p r a c t i c e  .
2 .  L I G H T  SOURCES 
Ma n y  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  l i g h t  s o u r c e s  a r e  a v a i l a b l e  t o d a y  
f o r  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o m e t r y . T h e  m a j o r  r e q u i r e m e n t  o f  a  
l i g h t  s o u r c e  i s  t h a t  i t  s h o u l d  e m i t  r e s o n a n c e  r a d i a t i o n  o f  t h e  
e l e m e n t  w i t h  a  h a l f - l i n e  w i d t h  l e s s  t h a n  t h e  w i d t h  o f  t h e  
a b s o r p t i o n  l i n e .  T h e  h a l f - w i d t h  o f  t h e  l i n e  i s  o n  t h e  o r d e r  o f
0 . 0 0  1 n m.  A g o o d  a t o m i c  a b s o r p t i o n  l i n e  s h o u l d  b e  f r e e  o f  
s i g n i f i c a n t  c o n t i n u u m  b a c K g r o u n d .  I t  i s  a l s o  i m p o r t a n t  t h a t  no  
o t h e r  l i n e  e n t e r s  t h e  s p e c t r a l  b a n d p a s s  o f  t h e  l i g h t  d i s p e r s i n g  
d e v i c e  s i n c e  t h i s  w o u l d  n o t  b e  a b s o r b e d  a n d  w o u l d  b e  a  d i r e c t  
i n t e r f e r e n c e .  A h o l l o w  c a t h o d e  l a m p  e m i t t i n g  c h a r a c t e r i c  
w a v e l e n g t h s  o f  t h e  e l e m e n t  u s e d  t o  c o n s t r u c t  t h e  l a m p  i s  t h e  
b e s t  A . A .  s o u r c e .  D i f f e r e n t  h o l l o w  c a t h o d e  l a r n p s  w i l l  b e  
d i s c u s s e d  a s  f o l l o w e d .
a . HOLLOW CATHODE LAMPS 
F i g u r e  G i l l u s t r a t e s  a  s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  a  
h o l l o w  c a t h o d e  l a m p .  H o l l o w  c a t h o d e  l a m p s ,  w h i c h  h a v e  b e e n  u s e d  
f o r  m a n y  y e a r s  i n  s p e c t r o s c o p y  a r e  b y  f a r  t h e  m o s t  p o p u l a r -  
s o u r -  c e f o r  a t o m i c  a  b s o  r p t i  o n .
T h e  c a t h o d e  c o n s i s t s  o f  a  h o l l o w  c u p  m a d e  f r o m  t h e  s a m e  
m e t a l  a s  t h e  e l e m e n t  t o  b e  d e t e r m i n e d .  I n  s o m e  c a s e s ,  w h e r e  a  
s o l i d  c a t h o d e  m a t e r i a l  c a n n o t  b e  m a d e ,  t h e  c a t h o d e  i s  s u p p o r t e d  
i n  s o m e  o t h e r  m a t r i x .  T h e  a n o d e  i s  a  t u n g s t e n  w i r e  o r  s p h e r i c a l  
d i s K .  A g l a s s  e n v e l o p e  w i t h  q u a r t z  w i n d o w  i s  u s e d  t o  
a c c o m m o d a t e  t h e  t w o  e l e c t r o d e s .  I n e r t  g a s e s ,  n e o n ,  a r g o n  o r
Anode
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h e l i u m ,  a r e  u s e d  a s  - f i l l e r  g a s e s  i n  t h e  l a m p s ,  ft v o l t a g e  a b o u t  
4 0 0  V i s  a p p l i e d  b e t u e e n  t h e  t u o  e l e c t r o d e s  w i t h  c u r r e n t s  
r a n g i n g  f r o m  1 t o  5 0  mf t . T h e  i n e r t  g a s  b e c o m e s  c h a r g e d  a t  t h e  
a n o d e  a n d  i s  a t t r a c t e d  a t  h i g h  v e l o c i t y  t o  t h e  c a t h o d e .  T h e  
c o l  1 i s o n  o f  t h e  g a s  o n t o  c a t h o d e  s p u t t e r s  m e t a l  a t o m s  f r o m  t h e  
c a t h o d e  c u p .  F u r t h e r  c o l l i s i o n s  o f  t h e  a t o m s  w i t h  t h e  f i l l e r  
g a s  p r o d u c e  e x c i t e d  m e t a l  a t o m s .  L i g h t  i s  e m i t t e d  f r o m  t h e  
e x c i t e d  a t o m s  u h e n  t h e y  r e t u r n  t o  t h e  g r o u n d  s t a t e .
T u o  m a j o r  p r o b l e m s  i n v o l v e d  i n  h o l l o w  c a t h o d e  l a m p s  a r e  
t h e  D o p p l e r  e f f e c t  a n d  s e l f - r e v e r s a l  . T h e  D o p p l e r  e f f e c t  c a u s e s  
l i n e  b r o a d e n i n g  u h e n  t h e  c a t h o d e  i s  h o t .  T h i s  i s  d e t r i m e n t a l  t o  
t h e  s u c c e s s f u l  o p e r a t i o n  o f  t h e  l a m p ,  s i n c e  t h e  ' ' W i n g s '  ' o f  
t h e s e  e m i s s i o n  1 i n e s  c a n n o t  b e  a b s o r b e d  b y  t h e  f r e e  a t o m s  f r o m  
t h e  s  a  m p 1 e .
S e 1 f - r e v e r s a l  i s  d u e  t o  t h e  r e  a b s o r p t i o n  o f  t h e  e m i s s i o n  
l i n e s  b y  a  c l o u d  o f  c o l d  a t o m s  w h i c h  f o r m  w h e n  t h e  h o l l o w  
c a t h o d e  i s  o p e r a t i n g .  T h e y  ma y  a l s o  b e  c o a t e d  o n  t h e  w i n d o w  o f  
t h e  l a m p .  T h i s  a b s o r p t i o n  i s  a t  t h e  v e r y  c e n t e r  o f  t h e  e m i s s i o n  
l i n e  a n d  c a n  l e a d  t o  t h e  d i s t o r t i o n  o f  c a l i b r a t i o n  c u r v e s .  
D e m o u n t a b l e  h o l l o w  c a t h o d e s  c a n  b e  u s e d  t o  a l l e v i a t e  t h e s e  
p r  o b 1 e ms .
b . DEMOUNTABLE HOLLOW CATHODES
ft s c h e m a t i c  d i a g r a m  f o r  a  d e m o u n t a b l e  h o l l o w  c a t h o d e  i s  
s h o w n  i n f i g u r e  7 .  I n  a  d e m o u n t a b l e  h o l l o w  c a t h o d e ,  t h e  g a s e o u s  
m e t a l  a t o m s  c a u s i n g  s e l f - r e v e r s a l  c a n  b e  r e m o v e d  b y  m e a n s  o f  a  
f l o w  o f  t h e  f i l l e r -  g a s .  C o o l i n g  w a t e r -  i s  u s e d  t o  m a i n t a i n  l o w
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o p e r a t i o n a l  t e m p e r a t u r e  t o  r e d u c e  t h e  D o p p l e r  e f f e c t .  T h e  
c a t h o d e  i s  c h a n g a b l e  b y  o p e n i n g  t h e  h o u s i n g  o f  t h e  l a m p  ! 
H o u e w e r  ,  a  v a c  urn s y s t e m  i s  n e e d e d  t o  m a i n t a i n  t h e  l o w  p r e s s u r e  
o f  t h e  1 a m p .
Du e  t o  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  g a s e o u s  m e t a l  a t o m s  b y  t h e  
s t r e a m  o f  f i l l e r  g a s ,  l i g h t  i n t e n s i t y  f r o m  t h e  d e m o u n t a b l e  
h o l l o w  c a t h o d e  i s  u s u a l l y  h i g h e r .  T h e  o n l y  d i s a d v a n t a g e  o f  
d e m o u n t a b 1 e  h o l l o w  c a t h o d e  l a m p s  i s  t h e  l o n g e r  w a r m - u p  t i m e  t o  
m a i n t a i n  s t e a d y  e m i s s i o n .
c .  E L E C T R O D E L E S S  DI S CHARGE LAMPS < E . D . L .  >
T h i s  t y p e  o f  l a m p  w a s  d e v e l o p e d  b y  D a g n a l 1 a n d  W e s t  
< 1 0 4 > < 1 0 5 > .  T h e  e l e c t r o d e l e s s  d i s c h a r g e  l a m p s  ( E . D . L . )  g i v e  
s t a b l e  h i g h  i n t e n s i t y  e m i s s i o n  l i n e s .  T h e y  a l s o  e n j o y  a  l o n g e r  
l i f e  t i m e .  T h e y  a r e  a v a i l a b l e  f o r  m o s t  o f  t h e  e l e m e n t s  o n  t h e  
p e r i o d i c  t a b l e  a n d  e s p e c i a l l y  u s e f u l  f o r  t h o s e  v o l a t i l e  
e l e m e n t s  s u c h  a s  S e ,  A s ,  H g , Cd a n d  S .
I n  a n  E . D . L . ,  a  s m a l l  a m o u n t  o f  m e t a l  o r  m e t a l  s a l t  i s  
p l a c e d  i n  a  s m a l l  q u a r t z  t u b e .  T h e  t u b e  i s  e v a c u a t e d  b e f o r e  t h e  
a d d i t i o n  o f  t h e  f i l l e r  g a s .  T h e  t u b e  i s  t h e n  s e a l e d  a n d  
i n d u c t i v e l y  h e a t e d  w i t h  a  r a d i o f r e q u e n c y  f i e l d .  T h e  i o n i z e d  
f i l l e r  g a s  a n d  e l e c t r o n s  c a u s e  t h e  s p u t t e r i n g  o f  t h e  m e t a l  
a t o m s  p r o d u c i n g  t h e  h i g h e r  i n t e n s i t y  l i n e s .
3 .  BACKGROUND CORR E C T I ON I N  ATOMI C A B S O R P T I O N  
Wh e n  o r g a n i c  a n d  i n o r g a n i c  m o l e c u l e s  a r e  i n t r o d u c e d  i n t o  a  
f l a m e  a t o m i z e r ,  d e c o m p o s i t i o n  ma y  n o t  b e  c o m p l e t e .  U n d e c o m p o s e d  
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Figure 7. Demountable Hollow Cathode lamp
42
a b s o r p t i o n  i n c l u d e s  - t h e  a - t o m i c  a b s o r p t i o n  w a v e l e n g t h ,  
b a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n  m u s t  b e  e m p l o y e d  t o  c o m p e n s a t e .  S e v e r a l  
m e t h o d s  - f o r  b a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t h i s  
s e c t i o n .
a .  BACKGROUND C ORRE CT I ON US I NG A BLANK S OL UT I ON
T h i s  i s  o n l y  n o n  -  i n s t r u m e n t a l  m e t h o d  f o r  b a c K g r o u n d
c o r r e c t i o n  i n  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  T h e  b l a n K  s o l u t i o n  m u s t  
c o n t a i n  t h e  s a m e  m a t r i x  a s  t h e  s a m p l e  b u t  s h o u l d  e x c l u d e  t h e  
e l e m e n t  o f  i n t e r e s t .  T h e  d i f f e r e n c e  i n  a b s o r p t i o n  s i g n a l s  
b e t w e e n  t h e  s a m p l e  a n d  t h e  b l a n K  i s  a s s u m e d  t o  b e  d u e  t o  t h e  
e l e m e n t  b e i n g  d e t e r m i n e d .  H o w e v e r ,  i n  r e a l  c a s e s ,  i t  i s  a l w a y s  
d i f f i c u l t  t o  h a v e  f u l l  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  s a m p l e s  o r  a  r e l i a b l e  
b l a n K  ma y  n o t  b e  o b t a i n a b l e .  S e v e r a l  o t h e r  i n s t r u m e n t a l  m e t h o d s  
f o r  b a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n  a r e  m o r e  u s e f u l .
Th e g e n e r a l  p r i n c i p l e s  o f  i n s  t r  u me n t  a  1 me t h o d s  f o r  
b a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n  a r e  b a s e d  o n  t h e  u t i l i z a t i o n  o f  a  
r a d i a t i o n  s o u r c e  t h a t  e i t h e r  i s  n o t  a b s o r b e d  b y  t h e  e l e m e n t  o f  
i n t e r e s t  o r  i f  a b s o r b e d  b y  t h e  e l e m e n t  o f  i n t e r e s t  t h e  
a b s o r p t i o n  i s  n e g l i g i b l e .  H o w e v e r ,  i t  i s  a b s o r b e d  b y  t h e  
b a c K g r o u n d ,  g i v i n g  a r e l i a b l e  m e a s u r e m e n t  o f  b a c K g r o u n d  
a h s o r p t i o n .
b .  BACKGROUND CORRE CT I ON U S I NG THE T WO - L I N E  METHOD
< I DS M 1 0 7  ) .
Mo 1 e c u 1 a r  b a c  K g r  O'u n d c a n  h e  me a s u r  e d b y  u s i n g  a n  e m i s  s  i o n  
l i n e  w h i c h  i n  w a v e l e n g t h  i s  v e r y  c l o s e  t o ,  b u t  i s  n o t  t h e  s  a  me 
a s  t h e  a b s o r p t i o n  1 i n e  o f  t h e  e l e m e n t  b e i n g  d e t e r m i n e d .  T h e
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a t o m i c  a b s o r p t i o n  s i g n a l  a t  t h e  r e s o n a n c e  l i n e  c o n s i s t s  o f  t h e  
a t o m i c  a n d  b a c K g r o u n d  a b s o r p t i o n ,  w h e r e a s  t h e  a b s o r p t i o n  a t  t h e  
n o n - r e s o n a n c e  l i n e  i s  p u r e l y  d u e  t o  m o l e c u l a r  b a c K g r o o u n d . T h e  
n e t  a b s o r p t i o n  b y  t h e  e l e m e n t  o f  i n t e r e s t  i s  t h e  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  t h e s e  t w o  a b s o r p t i  i o n  s i g n a l s .
Two m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  s a m p l e  a r e  n e c e s s a r y  a n d  t h e y  
s h o u l d  b e  c a r r i e d  o u t  s i m u l t a n e o u s l y .  I f  n o t ,  i t  m u s t  b e  
a s s u r e d  t h a t  a l l  c o n d i t i o n s  r e m a i n  c o n s t a n t  b e t w e e n  
m e a s u r e m e n t s  a n d  t h i s  i s  u s u a l l y  a n  u n s a f e  a s s u m p t i o n .
c .  BACKGROUND C ORRE CT I ON U S I NG CONTI NUUM SOURCES
< 1 0 8 ?  C1 0 9 ?
C o n t i n u u m  l i g h t  s o u r c e s ,  u s u a l l y  h y d r o g e n  o r  d e u t e r i u m  
l a m p  c a n  b e  u s e d  f o r  b a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n .  T h e  s p e c t r a l  l i n e  
w i d t h  f a l l  i n g  o n  t h e  d e t e c t o r  f r o m  t h e  c o n t i n u u m  s o u r c e ,  a b o u t
0 . 1  n m ,  i s  m u c h  w i d e r  t h a n  t h e  a b s o r p t i o n  l i n e  w i d t h ,  a b o u t
0 . 0 0 1 n m  o r  I X o f  t h e  t o t a l  l i g h t  f a l l i n g  o n  t h e  d e t e c t o r  . T h e  
c o n t r i b u t i o n  o f  t h e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  f r o m  t h e  e l e m e n t  o f  
i n t e r e s t  i s  n e g l i g i b l e  u s i n g  t h e  c o n t i n u u m  s o r u c e s .  H o w e v e r , 
a b s o r p t i o n  b y  m o l e c u l e s  i s  a c r o s s  t h e  e n t i r e  s p e c t r a l  s l i t  
w i d t h ,  p r o v i d i n g  a  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  m o l e c u l a r  b a c K g r o u n d  
a b s o r p t i o n .  I f  a n  a t o m i c  l i n e  i s  c o m p l e t e l y  a b s o r b e d  f r o m  a  
w a v e b a n d  o f  0 . 1  nm t h e  t o t a l  a b s o r p t i o n  i s  o n l y  I X .  T h i s  i s  a  
n e g l i g i b l e  a m o u n t  a n d  ma y  b e  i g n o r e d .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  
a b s o r p t i o n  o f  t h e  c o n t i n u u m  s o u r c e s  i s  a  m e a s u r e  o f  t h e  
b a c K g r o u n d  a b s o r p t i o n .
Ma n y  c o m m e r c i a l  i n s t r u m e n t s  h a v e  i n c o r p o r a t e d  a  d e u t e r i u m
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l a m p  i n t o  a  d o u b l e  b e a m  o p t i c a l  s y s t e m .  L i g h t s  - f r o m t h e  
d e u t e r i u m  l a m p  a n d  t h e  h o l l o w  c a t h o d e  1 ammp a l t e r n a t i v e l y  p a s s  
t h r o u g h  t h e  a t o m i z e r  a n d  a r e  m o n i t o r e d  t h r o u g h  t h e  d e t e c t o r  
s y s t e m .  T h e  d i - f - f e r e n c e  i n  t h e  a b s o r p t i o n  s i g n a l s  i s  m a n i p u l a t e d  
e l e c t r o n i c a l l y  a n d  t h e  n e t  s i g n a l  i s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  e l e m e n t  
b e i n g  d e t e r m i n e d .
d .  T h e  ZEEMAN BACKGROUND CORRE CT I ON < 1 0 8 X 1 1 0 )  
B a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n  u s i n g  t h e  Z e e m a n  e f f e c t  a l l o w s  o n e  
t o  d o  b a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n  u s i n g  t h e  s a m e  s o u r c e  f o r  m e a s u r i n g  
t h e  s a m p l e  a b s o r p t i o n  a n d  t h e  b a c K g r o u n d .  W i t h  t h e  a p p l i c a t i o n  
o f  a  m a g n e t i c  f i e l d  t h e  h o l l o w  c a t h o d e  l i g h t  s o u r c e  i s  s p l i t  
i n t o  t w o  l i n e s .  T h e i r  w a v e l e n g t h s  a r e  s l i g h t l y  s h i f t e d  a w a y  
f r o m  t h e  o r i g i n a l  r e s o n a n c e  w a v e l e n g t h .  T h e  o r i g i n a l  u n s h i f t e d  
r e s o n a n c e  l i n e  d i s a p p e a r s .  T h e  m a g n e t i c  f i e l d  t o  c r e a t e  t h e  
Z e e m a n  s h i f t  i s  m o d u l a t e d  t o  p r o v i d e  a n  o s c i l l a t i n g  s e q u e n c e  
d u r i n g  t h e  a n a l y s i s  t i m e .  M o d e r n  a t o m i c  a b s o r p t i o n  
s p e c t r o m e t e r ,  s u c h  a s  P e r K i n  E l m e r  Z e e m a n  5 0 0 0 ,  p l a c e s  t h e  
m a g n e t i c  f i e l d  a r o u n d  t h e  a t o m i z e r  r a t h e r  t h a n  t h e  s o u r c e .  I n  
p r a c t i c e ,  d i f f i c u l t y  w a s  e n c o u n t e r e d  i n  s t a b l i z i n g  t h e  s o u r c e  
w h e n  i t  w a s  p l a c e d  i n  t h e  m a g n e t i c  f i e l d .  T h e  m a g n e t i c  f i e l d  
a f f e c t s  t h e  e n e r g y  s t a t e s  o f  t h e  e l e m e n t .  T h e  w a v e l e n g t h  f r o m  
t h e  h o l l o w  c a t h o d e  w i l l  n o t  b e  a b s o r b e d  b y  t h e  e l e m e n t  w h e n  t h e  
m a g n e t i c  f i e l d  i s  o n ;  h o w e v e r  i t  w i l l  b e  a b s o r b e d  b y  t h e  
m o l e c u l a r  b a c K g r o u n d .  T h e  w a v e l e n g t h  w i l l  b e  a b s o r b e d  b y  t h e  
e l e m e n t  a n d  t h e  b a c K g r o u n d  w h e n  t h e  m a g n e t i c  f i e l d  i s  o f f .  T h e  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  a b s o r p t i o n  s i g n a l s  i s  m a n i p u l a t e d
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e l e c t r o n i c a l l y  t o  g i v e  t h e  n e t  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s i g n a l .
A l t h o u g h  a n  e x t r a  m a g n e t i c  f i e l d  i s  r e q u i r e d  i n  Z e e m a n  
b a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n ,  i t  i s  b y  f a r  t h e  m o s t  c o n v e n i e n t  a n d  
a c c u r a t e  m e t h o d  f o r  a t o m i c  a b s o r p t i o n  b a c K g r o u n d  c o r r e c t i o n .
4 .  S I GNAL  MODULATI ON 
I n  a  f l a m e  a t o m i z e r  f r e e  a t o m s  a r e  f o r m e d  a n d  a r e  
d i s t r i b u t e d  b e t u e e n  t h e  g r o u n d  s t a t e  a n d  t h e  e x c i t e d  s t a t e  
a c c o r d i n g  t o  t h e  B o l t z m a n n  d i s t r i b u t i o n .  S o me  o f  t h e  e x c i t e d  
a t o m s  u n d e r g o  a  t r a n s i t i o n  t o  t h e  g r o u n d  s t a t e  a n d  e m i t  a  
p h o t o n  o f  t h e  s a m e  w a v e l e n g t h  a s  t h a t  a t  u h i c h  t h e y  a b s o r b ,
i . e . ,  t h e  r e s o n a n c e  l i n e .  T h e s e  s i g n a l s  c a n  b e  d i s t i n g u i s h e d  
u s i n g  m o d u l a t i o n .  T h e  m a j o r  p u r p o s e  o f  m o d u l a t i o n  i s  t o  b e  a b l e  
t o  d i s t i n g u i s h  t h e  l i g h t  f r o m  t h e  s o u r c e  u h i c h  c o m i n g  t h r o u g h  
t h e  a t o m i z e r  o r  f r o m  t h e  e m i s s i o n  o f  e x c i t e d  a t o m s  i n  t h e  
f l a m e .  I f  t h e  s o u r c e  u e r e  n o t  m o d u l a t e d ,  t h e  e x t r a n e o u s  l i g h t  
c o u l d  e v e n  n e g l e c t  t h e  a b s o r b a n c e .
S o u r c e  m o d u l a t i o n  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  c h o p p i n g  t h e  s o u r c e  
u i t h  a  m e c h a n i c a l  c h o p p e r  a n d  f o l l o u e d  b y  a n  a mp  l i f e r  t u n e d  t o  
t h e  c h o p p i n g  f r e q u e n c y .  A n o t h e r  m e a n s  o f  s o u r c e  m o d u l a t i o n  i s  
t o  u s e  a n  AC s o u r c e  u i t h  a n  AC a m p l i f i e r .  S i n c e  t h e  l i g h t  f r o m  
t h e  f l a m e  a n d  t h e  a t o m i c  e m i s s i o n  i s  a  DC s i g n a l ,  a n  AC 
a m p l i f i c a t i o n  s y s t e m  u o u l d  o n l y  d e t e c t  t h e  l i g h t  f r o m  t h e  
s o u r c e  a n d  e l i m i n a t e  e x t r a n e o u s  l i g h t  i n t e r f e r e n c e .
A t o m i c  a b s o r p t i o n  l i g h t  s o u r c e s  m u s t  b e  m o d u l a t e d .  T h e  
m o d u l a t i o n  o f  t h e  s o u r c e  i s  s i m p l y  a  m e a n  o f  s u i t c h i n g  i t  o n  o r  
o f f  o r  s u p e r  i m p o s i n g  a n o t h e r  s i g n a l  o v e r t  i t .
5 .  A T O MI Z A T I O N  P R O C E S S E S  I N CARBON A T OMI Z E R S .
H e a t e d  g r a p h i t e  - f u r n a c e s  a n d  c a r b o n  r o d s  a r e  m a j o r  t y p e s  
o-f - f l a m e  l e s s  p r o c e s s  - f o r  a t o m i z a t i o n  s i n c e  t h e  p r e s e n t a t i o n  o f  
t w o  i m p o r t a n t  p a p e r s  a t  t h e  S h e f f i e l d  ( E n g l a n d )  I n t e r n a t i o n a l  
C o n f e r e n c e s  o n  A t o m i c  A b s o r p t i o n  S p e c t r o s c o p y  i n  1 3 S 3  b y  
R o b i n s o n  a n d  b y  I J e s t  ( 1 0 3 ) .
I t  i s  a d v a n t a g e o u s  t o  u n d e r s t a n d  t h e  a t o m i z a t i o n  p r o c e s s  
i n  c a r b o n  a t o m i z e r  b e f o r e  o n e  c a n  r e a l l y  a p p r e c i a t e  v a r i o u s  
d e s i g n s  o f  c a r b o n  a t o m i z e r s .  A m e c h a n i s m  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
f r e e  a t o m s  i n  a  g r a p h i t e  f u r n a c e  w a s  p r o p o s e d  b y  C a m p b e l l  a n d  
O t t a w a y  b a s e d  o n  t h e  r e a c t i o n :
MO ( S )  + C ( S ) ------- ^  CO ( g )  + M ( g ) ( 1 1 0 ) .
M o s t  c a r b o n  a t o m i z e r s  r e q u i r e  t h r e e  s t e p s  f o r  a  c o m p l e t e  
a t o m i z a t i o n  p r o c e s s  : 1 ) d r y i n g  - - e v a p o r a t i o n  t h e  s o l v e n t  f r o m
t h e  s a m p l e ,  £ >  a s h i n g  t h e  s a m p l e  i n t o  r e s i d u e  a t  a  h i g h e r  
t e m p e r a t u r e  a n d  3 >  a t o m i z a t i i o n  a t  a  f u r t h e r  h i g h e r  
t e m p e r a t u r e .  E a c h  s t e p  i n  t h e  c y c l e  o f  d r y ,  a s h  a n d  a t o m i z e  i s  
i m p o r t a n t  a n d  t h e  p r o p e r  t i m e  a n d  t e m p e r a t u r e  p a r a m e t e r s  m u s t  
b e  c a r e f u l l y  s e l e c t e d .  No s a m p l e  l o s s  i s  a l l o w e d  b e f o r e  t h e  
f i n a l  a t o m i z a t  i o n  s t e p .
L i q u i d  s a m p l e s  ma y  d i f f u s e  i n t o  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r .  T h i s  
a f f e c t s  t h e  d r  y i n g  , a s h i n g  a n d  a t o m i z a t i o n  c y c l e  s i n c e  s a m p  1 e 
m u s t  d i f f u s e  o u t  o f  t h e  c a r b o n  f o r  a  c o m p l e t e  d e t e c t i o n .  S a m p l e  
d i f f u s i o n  c a n  b e  m i n i m i z e d  b y  u s i n g  p y r o l y t i c  c a r b o n  o r
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p y r o l y z i n g  - t he  a t o m i z e r  u i t h  m e t h a n e .
E v e n  t h e  a t o m i z a t i o n  c y c l e  r e m a i n s  c o n s t a n t ,  a n a l y t i c a l  
e r r o r  ma y  r i s e  - f r o m  t h e  e l e c t r i c a l  r e s i s t a n c e  c h a n g e  d u e  t o  t h e  
a g i n g  o-f c a r b o n  a t o m i z e r .  C a r e  m u s t  b e  t a K e n  t o  c o m p e n s a t e  t h i s  
p r o b l e m .
I t  i s  p o s s i b l e  t o  d e s i g n  c a r b o n  a t o m i z e r s  u h i c h  c a n  
p e r - f o r m  t h e  d r y  i n g  , a s h i n g  a n d  a t o m i z i n g  a t  a  d i f  f  e r e n t  a r e a  
- f r o m t h e  d e t e c t i n g  a r e a  i n  t h e  a t o m i z e r  < 1 0 8 ) .  T h e  a t o m i z a t i o n  
a r e a  c a n  t h e n  b e  p a r t  o f  t h e  l i g h t  p a t h .  T h e  u h o l e  a t o m i z e r  c a n  
b e  h e a t e d  u i t h  s a m e  e l e c t r i c a l  i n p u t .  A n a l y s i s  s p e e d  u s i n g  t h i s
t y p e  o-f a t o m i z e r  i s  - f a s t e r  d u e  t o  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  t h e
d r y i n g  , a s h i n g  a n d  a t o m i z a t i o n  c y c l e .  L e s s  m a t r i x  i n t e r f e r e n c e  
i s  e n c o u n t e r e d  s i n c e  t h e  d e c o m p o s i t i o n  a n d  a t o m i z a t i o n  o c c u r s  
o u t s i d e  o f  t h e  l i g h t  p a t h .  T h e s e  t y p e s  o f  c a r b o n  a t o m i z e r  a r e  
b y  f a r  t h e  b e s t  d e s i g n e d  a t o m i z e r s  u h i c h  u i l l  b e  d i s c u s s e d  m o r e  
i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  s e c t i o n s  ( 1 0 8 ) .
6 . I N T E R F E R E NC E S  I N ATOMI C A B S O R P T I O N
T h e r e  a r e  e s s e n t i a l l y  t h r e e  m a j o r  i n t e r f e r e n c e s  
e n c o u n t e r e d  i n  a t o m i c  s p e c t r o m e t r y  < 1 0 8 ) .  T h e  e x c i t a t i o n  
i n t e r f e r e n c e  i s  d u e  t o  t h e  e n e r g y  t r a n s f e r  f r o m  o n e  s p e c i e s  o f  
e x c i t e d  a t o m s  t o  t h e  o t h e r  s p e c i e s  o f  u n e x c i t e d  a t o m s .  T h i s  
m a n e s  t h e  e m i s s i o n  i n t e n s i t y  f r o m  t h e  l a t t e r  g r e a t e r  d u e  t o  t h e  
i n c r e a s e d  n u m b e r  o f  e x c i t e d  a t o m s .  E x c i t a t i o n  i n t e r f e r e n c e s  a r e
m u s h  l e s s  i m p o r t a n t  i n  a t o m i c  a b s o r p t i o n  t h a n  i n  a t o m i c
e m i s s i o n  s i n c e  i t  i s  t h e  u n e x c i t e d  a t o m s  t h a t  p r o v i d e  t h e  
a t o m i c  a b s o r p t i o n  s i g n a l s .  S p e c t r a l  i n t e r f e r e n c e  c o m e s  f r o m  t h e
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a b s o r p t i o n  o-f t h e  s a m e  w a v e l e n g t h  b y  t w o  d i f f e r e n t  e l e m e n t s  i n  
t h e  s a m p  1 e .
I n  e m i s s i o n  s p e c t r o s c o p y ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t w o  
d i f f e r e n t  e l e m e n t s  w i l l  e m i t  a t  v e r y  s i m i l a r  w a v e l e n g t h s  w h i c h  
a r e  d i f f i c u l t  t o  b e  r e s o l v e d  b y  t h e  m o n o c h r o m a t o r .  T h i s  i s  
r a d i a t i o n  i n t e r f e r e n c e  a n d  i s  a  s e r i o u s  s o u r c e  o f  e r r o r .  
S p e c t r a l  i n t e r f e r e n c e  i s  n o t  a  p r o b l e m  i n  a t o m i c  a b s o r p t i o n  d u e  
t o  t h e  f a c t  t h a t  a t o m i c  a b s o r p t i o n  e q u i p m e n t s  a r e  m o d u l a t e d  t o  
e l i m i n a t e  s p e c t r a l  i n t e r f e r e n c e  d u e  t o  e m i s s i o n  f r o m  t h e  s a m p l e  
o r  a t o m i z e r .  I n  a d d i t i o n ,  i t  h a s  n e v e r  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  t w o  
d i f f e r e n t  e l e m e n t s  a b s o r b  a t  t h e  s a m e  w a v e l e n g t h .
C h e m i c a l  i n t e r f e r e n c e  i s  p r o b a b l e  t h e  m a j o r  i n t e r f e r e n c e  
i n  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  I t  i s  r e l a t e d  t o  t h e  c h e m i c a l  f o r m  o f  t h e  
s a m p l e  a n d  e f f e c t s  t h e  a t o m i z a t i o n  e f f i c i e n c y ,  a n d  t h e r e f o r e  
t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  f r e e  t o m s  p r o d u c e d  f r o m  a  g i v e n  s a m p l e  
c o n c e n t r a t i o n .  A c o m m o n  e x a m p l e  i s  t h e  i n t e r f e r e n c e  p r o d u c e d  b y  
a l u m i n i u m ,  s i l i c o n  a n d  p h o s p h o r u s  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
m a g n e s i u m ,  c a l c i u m ,  s t r o n t i u m ,  b a r i u m  a n d  m a n y  o t h e r  m e t a l s .  
T h i s  i s  d u e  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  a l u m i n a t e s ,  s i l i c a t e s ,  a n d  
p h o s p h a t e s  w h i c h ,  i n  m a n y  i n s t a n c e s ,  a r e  r e f r a c t o r y  i n  t h e  
f l a m e .  I f  n o  m e a s u r e s  a r e  t a k e n  t o  c o r r e c t  f o r  t h i s  
i n t e r f e r e n c e ,  i t  w i l l  r e s u l t  i n  e r r o n e o u s  a n a l y t i c a l  d a t a .  
H o w e v e r ,  c h e m i c a l  i n t e r f e r e n c e s  c a n  b e  c o n t r o l l e d  b y  e i t h e r -  
u s i n g  a  h i g h - t e m p e r a t u r e  a t o m i z i n g  s y s t e m  o r  b y  m o d i f y i n g  t h e  
s a m p l e  m a t r i x  w i t h  a  s u i t a b l e  c o m p l e x i n g  a g e n t .
7 .  S E N S I T I V I T Y  OF ATOMI C A B S OR P T I ON
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T h e  s e n s  i t  i y  i t y  o-f a t o m i c  a b s o r p t i o n  i s  d e f i n e d  a s  t h e
q u a n t i f y  o f  i n t e r e s t e d  e l e m e n t  i n  t h e  s a m p l e  t o  g i v e  a  IV.
a b s o r p t i o n  s i g n a l  ( 0 . 0 0 4 4  a b s o r b a n c e  u n i t ) .  T h e  q u a n t i t y  o f  
i n t e r e s t e d  e l e m e n t  i s  u s u a l l y  e x p r e s s e d  i n  p a r t  p e r  m i l l i o n  
( t h e  a b s o l u t e  s e n s i t i v i t y ) .  D e f i n i t i o n  o f  s e n s i t i v i t y  i n  a t o m i c  
a b s o r p t i o n  d o e s  n o t  d e p e n d  on  t h e  n o i s e  l e v e l  i n  t h e  s y s t e m .
T h e  d e t e c t i o n  1 i m i t  c a n  b e  d e f i n e d  a s  t h e  q u a n t i t y  o f  a n  
e l e m e n t  w h i c h  w i l l  g i v e  t h e  a b s o r b a n c e  s i g n a l  a n  a m o u n t  e q u a l  
t o  t h e  p e a K - t  o - p  ea.K n o i s e  o f  t h e  b a s s e  l i n e ,  i . e . ,  t h e  
d e t e c t i o n  l i m i t  i s  d e f i n e d  a s  t h e  q u a n t i t y  o f  t h e  e l e m e n t  t o  
g i v e  a  s i g n a l - t o  - n o i s e  ( S  /  N> r a t i o  o f  2 .  I t  i s  p o s s i b l e  f o r  
a n  e l e m e n t  t o  h a v e  t h e  s e n s i t i v i t y  e q u a l  t o  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  
' h o w e v e r ,  w i t h  r e d u c e d  n o i s e ,  t h e  d e t e c t i o n  l i m i t  c a n  b e  m u c h  
i m p r o v e d  w i t h  t h e  s a m e  s e n s  i t  i v  i t y  .
I n  f l a m e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  a f t e r  f e e d i n g  s a m p l e  f o r  s o m e
t i m e  a  s t e a d y  s i g n a l  i s  o b t a i n e d  a s  t h e  i n d i c a t i o n  f o r  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  e l e m e n t  o f  i n t e r e s t .
Th e s i g n a l  a t  t h e  p e a K  a t o m i z a t i o n  t e m p e r a t u r e  i s  u s e d  f or -  
d e t e r m i n i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  i n  f l a m e  l e s s  g r a p h i t e  f u r n a c e  
m e t h o d  . T h e  s e n s  i t i v i t y  o f  a  c h r  o m a t o g r  a p h y a t o m i c  a b s o r p t i o n  
c o m b i n a t i o n  t e c h n i q u e ,  p e a K  a r e a  i s  a c t u a l l y  a  m o r e  a c c u r a t e  
r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  n u m b e r  o f  f r e e  a t o m s  i n  t h e  l i g h t  p a t h .
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I I I .  CHAPTER 3 -  EXPERI MENTAL
A.  I NS TRUMENTATI ON AND EQUI P MENT
T h e  p u r p o s e  o-f t h i s  s t u d y  i s  t o  u s e  a  s e n s i t i v e ,  s e l e c t i v e  
a n d  d i r e c t  m e t h o d  -for- s p e c  i a t  i o n  o f  a  m e t a l  i n  c o m p l i c a t e d  
m a t r i x .  An o n - l i n e  i n t e r f a c e d  G . C . - g r a p h i t e  A . A .  s h o u l d  p r o v i d e  
a n  e x c e l l e n t  m e t h o d  t o  a c h i e v e  t h i s  g o a l .
As  d e s c r i b e d  e a r l i e r ,  G . C .  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  p o w e r f u l  
c h r o m a t o g r a p h i c  t o o l  f o r  a n a l y t i c a l  s e p a r a t i o n ,  e s p e c i a l l y  f o r  
v o  1 a t  i  1 e c o m p o u n d s  . T h e  r n a j o r  i t y o f  t h e  p e r t i n e n t  m e r  c u r  y 
s p e c  i e s  , s  u c  h a s  me t  h y 1 me r  c u r  i c c h l o r i d e ,  p o s s e s s e s  l o w  p o i n t .  
G r a p h i t e  f u r n a c e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  g i v e s  g o o d  s e n s i t i v i t y  a n d  a  
m e t a l  s p e c i f i c  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t r a c e  
c o n c e n t r a t i o n  l e v e l s  o f  m e t a l s .  T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  g r a p h i t e  
a t o m i c  a b s o r p t i o n  m e t h o d  c a n  b e  f u r t h e r  i m p r o v e d  b y  t h e  
i m p r o v e m e n t  o f  t h e  a t o m i z e r  s y s t e m  o r  t h e  i n c o r p o r  a t  i o n  o f  
m i c r o - p r o c e s s o r  s .
A t y p i c a l  a n a l y s i s  u s u a l l y  i n v o l v e s  a  s e r i e s  o f  s t e p s  s 1 > 
C o l l e c t i o n  o f  s a m p  1e s , 2  > P r e p a r  a t  i o n  o f  s a m p  1 e s  f  o r  a n a l y  s e s  , 
s u c h  a s  d i g e s t i o n ,  d i s s o l u t i o n  a n d  p r e c o n c e n t r a t  i o n ,  3 >  
S e p a r a t i o n  o f  c o m p o n e n t s  o r  i s o l a t i o n  f r o m  m a t r i x  a n d  4  > F i n a l  
q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  p e r t i n e n t  
c o m p o n e n t s . An i d e a l  a n a l y t i c a l  m e t h o d  i s  a  o n e  s t e p  a n a 1 y s i s . 
S a m p l e  c o l l e c t e d  c a n  b e  p l a c e d  i n t o  a n  i n s t r u m e n t  a n d  t h e  
c o l l e c t e d  d a t a  w i l l  g i v e  a  f u l l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  c o m p o n e n t s  
o f  i n t e r e s  t  . T h e r e  s h o u l d  n o t  b e  a n y  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  
p r o c e d u r e  b e f o r e  t h e  f i n a l  d e t e r m i n a t i o n  s t e p  t o  a v o i d  e r r o r s
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i n t r o d u c e d  d u e  t o  h a n d  1 i n g  p r o c e s s e s . S a m p l e  p r e t r e a t m e n t  may 
i n t r o d u c e  h i g h  a n s w e r s  d u e  t o  c o n t a m i n a t i o n  a r i d  l o w  a n s w e r s  d u e  
t o  s a m p l e  l o s s  c a u s e d  b y  h i g h  v o l a t i l i t y  o-f m e r c u r y  c o m p o u n d s .  
T h e  n e t  r e s u l t  ma y  c r e a t e  a  w i d e  r a n g e  o-f e r r o r .
An o n - l i n e  i n t e r f a c e d  G . C . - g r a p h i t e  A . A .  s y s t e m  c o m b i n e s  
t h e  p o w e r f u l  G . C .  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  u i t h  a  s e n s i t i v e  a n d  
h i g h l y  s p e c i f i c  d e t e r m i n a t i o n  t o o l  a s  i t s  d e t e c t o r .  Du e  t o  t h e  
m e t a l  s p e c i f i c i t y  o f  A . A . ,  o n e  c a n  e l i m i n a t e  m a n y  s a m p l e  
P r e t r e a t m e n t  s t e p s  t o  i s o l a t e  t h e  m e t a l .  G o o d  s e n s i t i v i t y  w i l l  
e n a b l e  o n e  t o  a v o i d  p r e c o n c e n t r a t i o n  s t e p s .  Th^ i s  c o m b i n a t i o n  
t e c h n i q u e  i s  a b i g  s t e p  c l o s e r  t o  t h e  i d e a l  a n a l y t i c a l  m e t h o d  
f  o r  me t a l  s p e c  i a t  i o n  s t u d i e s .
1 .  E QUI P ME NT  -  G . C . - A . A .
T h i s  s e c t i o n  d e s c r i b e s  t h e  c o m p o n e n t s  u s e d  i n  t h e  
G . C . - A . A . s y s t e m .  S o me  c o m p o n e n t s  w e r e  c o n s t r u c t e d  i n  o u r  l a b s  
f o r  t h e s e  s t u d i e s ,  o t h e r  c o m p o n e n t s  w e r e  c o m m e r c i a l  u n i t s  t a K e n  
f r o m  o t h e r  e q u i p m e n t .  A s c h e m a t i c  d i a g r a m  f o r  G . C . - A . A .  i s
s  h o io n i n  f i g u r e  S .
a >  L i g h t  s o u r c e s  : M o d i f i e d  f r o m  B a r n e s  G l o m a x  D e m o u n t a b l e  
H o l l o w  C a t h o d e  L a mp  S y s t e m  w i t h  D e u t e r i u m  L a m p .  
b >  L a mp  p o w e r  s u p p l y  u n i t s
c >  l a m p  V a c u u m  P u mp  : W e l c h  D u o - S e a l ,  M o d e l  1 4 0 4
d >  M i c r o t e k  G C - B 0 0 0 - R  g a s  C h r o m a t o g r a p h
e >  M e c h a m i c a l  C h o p p e r  : J a r r e l - A s h  m e c h a n i c a l ,  f r o m  S 2 - 3 S 0
A . A . Un i t  .
f >  G r a p h i t e  a t o m i z e r  : D e s i g n e d  a n d  b u i l t  i n  t h e  l a b .
D I A G R A M  O F  G C - A A
8
1110
1. HOLLOW CATHODE LAMP
2. HCL POWER SUPPLY
3. PRESSURE GAUGE FOR DEMOUNTABLE HCL
4. MICROTEK GC-2000-R GAS CHROMATOGRAPH
5. MECHANICAL CHOPPER
6. GRAPHITE ATOMIZER 9. POWER SUPPLY FOR PMT
7. MONOCHROMATOR 10. AMPLIFIER
8. PHOTOMULTIPLIER 11. RECORDER
F ig u r e  8 .  G .C .-A .A .  System
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g >  V a r  i a n  - T e c h ' t r o n  t y p e  MI  C S I - R O - S P E C )  m o n o c h r o m a t o r .  
h >  H a m a m a t s u  M o d e l  R - 1 0 G - U H  P h o t o m u l  t i l  i e r .
i >  H e w l e t t  P a c k a r d  M o d e l  S 5 1 6 - A  h i g h  v o l t a g e  p o w e r  s u p p l y  : 
u s e d  -for- R - 1 0 B  p h o t o m u l t i p l i e r  
j >  H e a t h k i t  p h o t o m e t r i c  r e a d o u t  a m p l i f i e r  M o d e l  E V - 7 0 3 - 3 1  
K> S a r g e n t  M o d e l  XK r e c o r d e r  w i t h  v a r i a b l e  r a n g e  a t l a c h m e n t  t o  
a t  o m i  c a b s o r p t i o n  d e t  e c t o r  .
1 > H a m i l t o n  1 0  m i c r o l i t e r  i n j e c t i o n  s  y r  i n g e s  
3 .  QUARTZ T  A . A .
T h i s  s e c t i o n  l i s t s  t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  q u a r t z  T  A . A .  
w h i c h  i s  a  p o w e r f u l  a n d  v e r y  s e n s i t i v e  t o o l  f o r  t o t a l  v o l a t i l e  
m e t a l  d e t e r m i n a t i o n  < 1 0 8 ? .  I n  t h i s  s t u d y ,  i t  i s  u s e d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  l e v e l  o f  t o t a l  m e r c u r y ,  T h e  b a s i c  p r i n c i p l e s  o f  
t h e  q u a r t z  T  A . A .  w i l l  b e  d e e r  i b e d  i n  a  l a t t e r  s e c t i o n .  F i g u r e  
9  s h o w s  t h e  s c h e m a t i c  o f  t h e  q u a r t z  T A . A .  s y s t e m .  
a >  M o d i f i e d  B a r n e s  d e m o u n t a b l e  h o l l o w  c a t h o d e  l a m p  s y s t e m ,  
b > J a r r e  1 - a s h  m e c h a n i c a l  c h o p p e r  f r o m  a  m o d e l  8 2 - 3 S 0 - A A S  
c >  Q u a r t z  T  a t o m i z e r  m o d e  o f  Q u a r t z  S c i e n t i f i c  I n c .  C l e a r -  
f u s e d  q u a r t z  t u b i n g .  
d >  J a m  e l  - A s h  M o d e l  8 2 - 0 2 0  m o n o c h r o m a t o r  . 
e >  H a m a m a t s u  R - 1 Q S - U H  P h o t o m u l t i p l i e r
f >  P r i n c e t o n  A p p l i e d  R e s e a r c h  M o d e l  1 2 8  l o c k  i n ,  w i t h  M o d e l  
1 8 4  Ph  o t  o me t r i e  p r  e a mp  1 i f  i e r  .
g >  B e c k m a n  M o d e l  1 0 0 5 ,  1 0 - i n c h  p o t e n t i o m e  t r i e  s t r i p  c h a r t
r e c o r d e r
h >  H e w l e t t  P a c k a r d  M o d e l  8 5 1 G - A  h i g h  v o l t a g e  p o w e r  s u p p l y
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D I A G R A M  O F  Q U A R TZ T A  A
1 3
1
1 . HOLLOW CATHODE LAMP 10. PURGING GAS FOR ATOMIZER
2. MECHANICAL CHOPPER 11 . CELL PUMP
3. QUARTZ T ATOMIZER 12. LIGHT PATH HEATER
4. MONOCHROMATOR 13. PURGING GAS FOR MONOCHROMATOR
5. PHOTOMULTIPLIER ( FOR VACUUM UV LINE )
6. AMPLIFIER 14. POWER SUPPLY FOR HCL
7. RECORDER 15. PRESSURE GAUGE FOR HCL
e. POWER SUPPLY 16. PRESSURE REGULATOR
9. R. F. COIL
F ig u r e  9 .  Quartz  "T" A.A. System
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i >  L e p e l  h i g h  - f r e q u e n c y  i n d u c t i o n  h e a t i n g  u n i t  M o d e l  
T - 5 - 3 - K C - E - S W  
J >  D r u m m o n  1 - 5  m i c r o l i t e r  m i c r o d i s p e n s e r  
3 .  T . L . C . AND UV 
a >  W h a t m a n  KC 18 r e v e r s e d - p h a s e  a n a l y t i c a l  TLC p r e c o a t e d  
p l a t e s
b >  M i c r o c a p s  d i s p o s a b l e  p i p e t t e s
c >  B e c K m a n  DBG S p e c t r o m e t e r  w i t h  10mm q u a r t z  c e l l s
B .  CHEMI CALS  AND REAGENTS
C h e m i c a l s  a n d  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  a s  f o l l o w s .  S t o c K  
s o l u t i o n s  o f  me t  h y 1 me rc  u r  i c c h l o r i d e  a n d  me r c u r  i c  c h l o r i d e  
w e r e  p r e p a r e d  i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  5 0 0  p p m  a n d  1 0 0 0  p p m  
r e s p e c t i v e l y .  S t a n d a r d  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  a n d  d i l u t e d  t o  
t h e  r e q u i r e d  c o n c e r i t r a t  i o n s  . D i l u t e d  s o l u t i o n s  o f  d i f f e r e n t  
c o n c e n t r a t i o n  w e r e  p r e p a r e d  d a i l y  f r o m  t h e  s t o c K  s o l u t i o n  
b e f o r e  u s e .  D i s t i l l e d  d e i o n i z e d  w a t e r  p r e p a r e d  i n  t h e  l a b  was- 
u s e d  t h r o u g h o u t  t h e  w h o l e  s t u d y .  S t o c K  s o l u t i o n  o f  1 0 0 0  PPM 
e t h v l m e r c u r  i c  c h l o r  i d e  w a s  p r e p a r e d  f r o m  1 0 0  p r o o f  e t h a n o l  a n d  
d i l u t e d  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  t h e  s t o c k  u s i n g  t h e  1 0 0  
p r o o f  e t h a n o l . C h e m i c a l  a n d  r e a g e n t s  u s e d  a r e  l i s t e d  a s  
f  o 1 l o w e d ;  
a >  M e r c u r i c  c h l o r i d e  - - MCB. ,  I n c .  
b >  M e t h y l  m e r c u r i c  c h l o r i d e - - A l f a  p r o d u c t s  
c >  E t h y l  m e r c u r i c  c h I o r  i d e  - - A 1 f a  p r o d u c t s  
d > A c e t o n i t r  i 1 e - - J . T .  B a k e r  
e >  D i t h i z o n e  - -  F i s h e r  S c i e n t i f i c
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f  > Ch l o r o - f o r m  - -  MCE,  I n c .
g >  S o d i u m  B r o m i d e —  B a k e r  a n d  A d a m s o n
h >  8 0 / 1 0 0  m e s h  c h r o m o s o r b  U! c o l u m n  s u p p o r t  - - T e K  L a b
i >  8 0 / 1 0 0  m e s h  c h r o m o s o r b  U.  Aw.  DMCS
C o l u m n  s u p p o r t - - T e K  L a b  
j  > O F - 1  C o l u m n  s u b s t r a t e — Te K L a b  
K> O V - 1 7  C o l u m n  S u b s t r a t e —  Te K L a b  
1 >  C h r o m o s o r b  101  c o l u m n  s u b s t r a t e  - - T e K  L a b  
m> DECS c o l u m n  s u b s t r a t e  - - T e K  L a b  
n >  G r a p h i t e  r o d s  - -  U l t r a  C a r b o n
C .  I N T E R F AC I NG AND DEVELOPMENT OF G . C . - A . A .
1 .  I NTRODUCTI ON 
T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  G . C . - A . A .  c o m b i n a t i o n  h a s  g o n e  
t h r o u g h  m a n y  d i f f e r e n t  s t a g e s  i n  o u r  g r o u p  C 1 1 1 M 1 1 E ) .  
B a s i c a l l y ,  a  g r a p h i t e  f u r n a n c e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  w a s  l o c a t e d  o n  
t h e  t o p  o f  a  M i c r o t e k  G . C .  S 0 0 0 - R  g a s  c h r o m a t o g r a p h  a n d  
i n t e r f a c e d  w i t h  t h e  G . C .  s y s t e m  < F i g u r e  8 ) .  T h e  M i c r o t e k  
G . C . - 2 0 0 0 - R  h a d  a  l a r g e  e x t e r i o r  f r a m e  w i t h  v a c a n t  s p a c e s  
i n s i d e  t h e  i n s t r u  me n t  w h i c h  a l l o w e d  t h e  m o u n t  i n g  o f  t h e  A . A . 
s y s t e m  a n d  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  i n t e r f a c e  p a r t .  T h e  o r i g i n a l  
i n s t r u m e n t  wa s  a  d u a l  c o l u m n  G . C .  w i t h  b o t h  t h e r m a l  
c o n d u c t i v i t y  a n d  f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r s .  T h e  i n s t r u m e n t  
a l s o  c o n t a i n e d  a  g a s  f l o w  c o n t r o l  s y s t e m ,  a  t e m p e r a t u r e  
p r o g r a m e r  a n d  a n  e l e c t r o m e t e r .  T h e  e l e c t r o m e t e r  w a s  r e p l a c e d  
w i t h  t h e  d e t e c t o r  r e a d - o u t  s y s t e m  f r o m  t h e  A . A .  s y s t e m .
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ft P y r e x  g l a s s  t r a n s f e r  l i n e  u a s  o r i g i n a l l y  u s e d  -to 
i n t e r - f a c e  t h e  G . C .  c o l u m n  a n d  t h e  f t . A .  d e t e c t o r  u s i n g  t h e  
s  t  a  i n l e s s  c o u p l i n g  u n i o n  a n d  a  p i e c e  o f  T e f l o n  f i t t i n g  m a d e  i n 
t h e  l a b .  F i g u r e  10  s h o w s  t h e  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e r f a c i n g  
s e c t i o n .  P y r e x  g l a s s  w a s  c h o s e n  i n s t e a d  o f  m e t a l  t u b i n g  f o r  
t w o  m a j o r  r e a s o n s  : a >  M e t a l  s u r f a c e s  a r e  K n o w n  s o m e t i m e s  t o
h a v e  a  c a t a l y t i c  e f f e c t  o n  t h e  d e c o m p o s i t i o n  o r  i s o m e r i z a t i o n  
o f  s o m e  c o m p o u n d s  a n d  b >  I n s u l a t i o n  ma y  p r e s e n t  a  m o r e  
d i f f i c u l t  p r o b l e m  u s i n g  a  m e t a  1 t u b i n g  b e c a u s e  o f  t h e  l o c a t i o n  
o f  t h e  h e a t i n g  e l e c t r o d e s  f o r  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r .  T h i s  w i l l  
b e  d e s c r i b e d  l a t e r .  T h e  P y r e x  g l a s s  t r a n s f e r  l i n e  w a s  w o u n d  
w i t h  n i c h r o m e  w i r e s  w r a p p e d  w i t h  a s b e s t o s .  T h i s  w a s  u s e d  t o  
h e a t  t h e  t r a n s f e r  l i n e .  Th  e t  e m p e r a t u r e  o f  t h e  t r a n s f e r  l i n e  
w a s  s e p a r a t e l y  c o n t r o l l e d  w i t h  a  t r a n s f o r m e r .
To r e d u c e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  c a  t  a 1 y t  i c d e c o m p o s i t i o n ,  
e i t h e r  t h e  P y r e x  g l a s s  1 i n e r s  o r  a  T e f l o n  1 i n e r  w a s  u s e d  t o  
r e p l a c e  t h e  m e t a l  1 i n e r  i n  t h e  i n j e c t i o n  p o r t .  T h e  t e m p e r a t u r e  
o f  t h e  i n j e c t i o n  p o r t  w a s  l i m i t e d  t o  2 1 5 ® C  w h e n  t h e  T e f l o n  
l i n e r  w a s  u s e d .
T h e  g r a p h i t e  f t . f t .  s y s t e m  w a s  a  s i n g l e  b e a m  o p t i c a l  s y s t e m  
( f i g u r e  8 >.  T h e  l i g h t  s o u r c e  w a s  a  d e m o u n t a b l e  h o l l o w  c a t h o d e  
s y s t e m  w h i c h  c o u l d  b e  r e p l a c e d  w i t h  a d e u t e r i u m  1 a  mp f o r  
b a c K g r o u n d  d e t e r m i n a t i o n  a n d  c o r r e c t i o n .  ft m e c h a n i c a l  c h o p p e r  
w a s  u s e d  t o  m o d u l a t e  t h e  l i g h t  a n d  a v o i d  s p e c t r a l  e m i s s i o n  
i n t e r f e r e n c e s .  Two f o c u s i n g  l e n s e s  w e r e  u s e d  f o r  b e t t e r  l i g h t  
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s h o n e  - t h r o u g h  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r ,  m a s  d i s p e r s e d  b y  t h e  
m o n o c h r o m a t o r  a n d  d e t e c t e d  b y  t h e  p h o t o m u t i p i i e r .  T h e  s i g n a l s  
w e r e  a m p l i f i e d  a n d  r e c o r d e d  o n  t h e  r e c o r d e r .
ft l o t  o f  e f f o r t  w a s  p u t  i n t o  t h e  d e v e l o p m e n t  i n  t h e  d e s i g n  
o f  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r .  F i g u r e  11 s h o w s  d i f f e r e n t  a t o m i z e r s  
d e s i g n e d  a n d  u s e d  f o r  t h i s  G . C . -  f t . f t .  s y s t e m  i n  o u r  g r o u p .  T h e
l a s t  v e r s i o n  w i t h  t h e  a t o m i z e r  h o u s i n g  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  1 2 .
I n  t h i s  d e s i g n ,  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r  w a s  a c c o m o d a t e d  i n  a  w a t e r -  
c o o l e d  h o u s i n g  m a d e  o f  m e t a l .  T h e  a t o m i z e r  w a s  h e a t e d  w i t h  t w o  
w a t e r  c o o l e d  e l e c t r o d e s  c o n n e c t e d  a t  t h e  t o p  a n d  t h e  b o t t o m  o f  
t h e  h o u s i n g .  T h e  l o w e r  e l e c t r o d e  w a s  h o l l o w  t o  a l l o w  t h e  G . C .  
e f f l u e n t  a c c e s s  t o  t h e  a t o m i z e r  t h r o u g h  t h e  P y r e x  g l a s s  
t r a n s f e r  l i n e .  T h e  G . C .  c a r r i e r  g a s  a l s o  s e r v e d  a s  t h e  p u r g i n g  
g a s  f o r  t h e  d e t e c t o r .  T h e r e  w e r e  t w o  q u a r t z  w i n d o w s  i n  t h e  
l i g h  p a t h  o n  e a c h  s i d e  o f  t h e  d e t e c t o r  h o u s i n g .  T e f l o n  w a s h e r s
w e r e  u s e d  t o  s e a l  t h e  w i n d o w s  i n  p l a c e  a n d  p r o t e c t  t h e m  f r o m
t h e i r  me t  a 1 s u p p o r t s .
T h e  e l e c t r i c a l  p o w e r  u s e d  t o  h e a t  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r  w a s  
c o n t r o l l e d  b y  a  1 0 : 1  s t e p d o w n  t r a n s f o r m e r  t h a t  w a s  c o n n e c t e d  t o  
a  1 3 5 V - 1 5 f t  a u t o - t r a n s f o r m e r . ftn a m p e r e - m e t e r  w a s  e m p l o y e d  t o  
m o n i t o r  t h e  c u r r e n t  r e a d i n g .  H i g h  c u r r e n t  u p  t o  17 ft c a n  b e  
u s e d  t o  h e a t  t h e  a t o m i z e r  w i t h  r e l a t i v e l y  l o w  v o l t a g e s .  
A t o m i z a t i o n  t e m p e r a t u r e  c a n  b e  u p  t o  2 1 0 0 ®  C w i t h  h i g h  
e l e c t r i c a l  i n p u t .  H o w e v e r ,  d i f f i c u l t y  f r o m  i n s u f f i c i e n t  c o o l i n g  
o f  t h e  e l e c t r o d e s  l i m i t e d  t h e  u s e  o f  h i g h e r  a t o m i z a t i o n  
t e m p e r a t u r e .  Wh e n  a  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  w a s  u s e d ,  w a t e r  i n  t h e
6 0
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Figure 11. Early Carbon Atomizer Designs 
for G.C.-A.A.
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c o o l i n g  s y s t e m  b o i l e d  a n d  v i b r a t i o n  - f r o m t h e  b o i l e d  w a t e r  w a s  
t r a n s m i t t e d  t o  t h e  w h o l e  a t o m i z e r  h o u s i n g .  I t  a f f e c t e d  t h e  
p e r f o r m a n c e  o f  t h e  a t o m i z e r  a n d  p r o d u c e d  e x c e s s  n o i s e .
£ .  M O D I F I C A T I O N  OF CARBON ATOMI ZER AS A . A .  DETECTOR
T h e  c a r b o n  T  v e r s i o n  o f  t h e  A . A .  d e t e c t o r  w a s  s e l e c t e d  
a f t e r  m a n y  d e v e l o p i n g  s t a g e s  C F i g . l l > .  T h e  d e s i g n  o f  t h i s  
a t o m i z e r  w a s  q u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  a  c o m m e r c i a l  s t r a i g h t  t u b e  
d e s  i g n . Th e c o mme r  c i a  1 d e s i g n  o f t e n  s u f f e r s  f  r  o m h i g h  
m o l e c u l a r  b a c k g r o u n d  d u e  t o  i n s u f f i c i e n t  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  
s a m p l e  m a t r i x .  As  d e s c r i b e d  e a r l i e r ,  a  t h r e e  s t a g e  
c y c l e - d r y  i n g  , a s h i n g  a n d  a t o m i z i n g  i s  r e q u i r e d  t o  g a i n  g o o d  
r e s u l t s .  Whe n  i n t e r f a c i n g  G . C .  w i t h  t h e  g r a p h i t e  f u r n a c e  w a s  
c o n s i d e r e d ,  a  f a s t  r e s p o n s e  d e t e c t o r  w a s  r e q u i r e d  s i n c e  t h e  
c o m p o n e n t s  e l u t e d  f r o m  t h e  G . C .  c o l u m n  m u s t  b e  d e t e c t e d  
i m m e d i a t e l y  t o  a s s u r e  g o o d  r e s o l u t i o n  f r o m  t h e  c o l u m n .  I t  w a s  
n o t  p o s s i b l e  t o  u s e  a  t h r e e  s t a g e  h e a t i n g  c y c l e  b e c a u s e  t h i s  
c a n n o t  b e  u s e d  o n  a  c o n t i n u o u s  b a s i s  a s  r e q u i r e d  o f  a  G . C .  
d e t e c t o r  .
T h e  c a r b o n  T d e s i g n  h e l p e d  t o  s o l v e  t h e s e  p r o b l e m s  t o  a  
c e r t a i n  e x t e n t .  Two p i e c e s  o f  c a r b o n  r o d s  w e r e  m a c h i n e d  t o  
t h e  d e s i r e d  s h a p e s  a n d  m e c h a n i c a l l y  f i t t e d  i n t o  e a c h  o t h e r .
A m i x t u r e  o f  f u r f u r a l  a l c o h o l  a n d  h y d r o c h l o r i c  a c i d  w a s  t h e n  
u s e d  t o  f i x  a n d  g l u e  t h e  t w o  p i e c e s  t o g e t h e r .  A d r y i n g  t i m e  o f  
o n e  h o u r  w a s  a l l o w e d  f o r  t h e  m i x t u r e  t o  d r y  c o m p 1 e t  e 1 y .
T h e  s a m p l e  d e c o m p o s i t i o n  a n d  a t o m i z a t i o n  o c c u r s  m o s t l y  i n  
t h e  v e r t i c a l  p o r t i o n  o f  t h e  c a r  b o n  T . Th e h o r i z o n t a l  p o r t i o n
o-F - t he  c a r b o n  T  w a s  - t he  1 i g h t  p a - t h  ' s o  - t he  d e t e c t i o n  a n d  
m e a s u r e m e n t  w e r e  d o n e  a f t e r  t h e  d e c o m p o s i t i o n  a n d  a t o m i z a t i o n .  
T h i s  w a s  a  c o n t i n u o u s  - f l o w p r o c e s s  w i t h o u t  g o i n g  t h r o u g h  t h e  
d r y i n g . ,  a s h i n g  a n d  a t o m i z i n g  c y c l e .  M o l e c u l a r  b a c k ' g r o u n d  w a s  
r e d u c e d  t o  t h e  m i n i m u m  s i n c e  t h e  s a m p l e  w a s  d e c o m p o s e d  i n  a  
d i f  f e r e n t  r e g i o n  - f r o m t h e  d e t e c t i o n  r e g i o n .  As  s h o w n  i n  - F i g u r e
I E ,  t h e r e  wa s  a  r e s t r i c t i o n  o-f t h e  e - f l u e n t  - f l ow a t  t h e
i n t e r s e c t i o n  o f  t h e  v e r t i c a l  a n d  t h e  h o r i z o n t a l  p o r t i o n  b y  a
c h a n g e  o f  i n n e r  d i a m e t e r  o f  t h e  d i a m e t e r .  T h i s  a l l o w e d
i m p r o v e d  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  s a m p l e  a n d  t h e  a t o m i z e r  c a r b o n  
s u r f a c e  a n d  i m p r o v e d  t h e  a t o m i z a t i o n  e f f i c i e n c y  a n d  t h e r e f o r e  
ft . ft . s e n s i t i v i t i e s .
Th  i s  d e s i g n  w a s  u s e d  s u c c e s s f u l l y  i n  d e t e r m i n i n g  
o r g a n o l e a d  s p e c i e s  i n  g a s o l i n e  s a m p l e s  < 1 1 3 ! ) .  S e n s i t i v i t i e s  
w e r e  d e t e r m i n e d  t o  b e  1 . 5  X 1 0 - 9  g f o r  l e a d  a n d  5 . 0  X 1 0 _ e g f o r  
m e r c u r y  a n d  s e n s i t i v i t y  d e c r e a s e d  w i t h  t h e  l i f e - t i m e  o f  t h e  
a t o m i z e r  < 1 1 4 ) .  F i g u r e  13  s h o w s  t h e  s e n s i t i v i t y  f o r  m e r c u r y  
u s i n g  t h e  o l d  v e r s i o n  a t o m i z e r  b y  i n j e c t i n g  E u l  5 0 0 P P M  
m e t h y  1 m e r c u r i c  c h l o r i d e  i n t o  t h e  s y s t e m .  I n  o r d e r  t o  a n a l y z e  
m e r c u r y  s a m p l e  d i r e c t l y  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  a n  i n c r e a s e  i n  
s e n s i t i v i t y  w a s  n e c e s s a r y ,
3 .  M O D I F I C A T I O N  OF ATOMI  ZEE D E S I G N
On e  o f  t h e  m a j o r  r e a s o n s  f o r  p o o r  s e n s i t i v i t y  u s i n g  t h e  
e a r l  i e r  c a r b o n  T  a t o m i z e r  w a s  c a u s e d  b y  l o s s e s  o f  a n a l y t e  a t  
t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r  a n d  t h e  P y r e x  
t r a n s f e r  1 i n e  < f i g u r e  I E ) .  T h e r e  r e m a i n e d  a  l a r g e  g a p  b e t w e e n
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■ t h e s e  t w o  p a r t s .  I t  w a s  d i f f i c u l t  t o  r e d u c e  t h e  g a p  w i t h o u t  
c h a n g i n g  t h e  d e s i g n  o t  t h e  a t o m i z e r  b e c a u s e  o-f t h e  t e m p e r a t u r e  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e s e  t w o  p a r t s .  T h e  t r a n s f e r  l i n e  w a s  
u s u a l l y  h e a t e d  t o  t h e  G . C .  c o l u m n  t e m p e r a t u r e ,  i . e . ,  l e s s  t h a n  
3 0 0 ®  C.  H o w e v e r ,  t h e  a t o m i z e r  t e m p e r a t u r e  w a s  1 5 0 0 ®  C f o r  
m e r c u r y  s t u d i e s .  Whe n  t h e  P y r e x  t r a n s f e r  l i n e  w a s  m o v e d  c l o s e r  
t o  a t o m i z e r  b a s e ,  t h e  t r a n s f e r  1 i n e  m e l t e d  a n d  s e a l e d .  No 
m e r c u r y  w a s  d e t e c t e d  a n d  t h e  s y s t e m  f a i l e d .
T h e  f i r s t  c h a n g e  i n  t h e  d e s i g n  o f  c a r b o n  a t o m i z e r  t o  ma Ke  
a  d i r e c t  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  p y r e x  t r a n s f e r  l i n e  a n d  t h e  
a t o m i z e r  w a s  t o  i n t r o d u c e  a  l a r g e r  c a r b o n  p i e c e  a t  t h e  b a s e  o f  
t h e  c a r b o n  T .  T h i s  d e s i g n  i s  s h o w n  i n  f i g u r e  1 4 .  T h e  l a r g e  
c a r b o n  p i e c e  w a s  a d d e d  t o  r e d u c e  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  b a s e  o f  
c a r b o n  T .  A l a r g e r  b a s e  r e q u i r e d  a  l a r g e r  e l e c t r i c a l  p owe r -  t o  
h e a t  u p  a n d  n o  e x c e s s  p o w e r  w a s  s u p p l i e d  t o  g a i n  t h e  r e q u i r e d  
t  e mp e r  a t u r e . Th  e t  e mp e  n a t u r e  is- p r o p o r  t  i o n a  1 t o  t h e  e  1 e c t r  i l s  1 
r e s i s t a n c e .  By i n c r e a s i n g  c r o s s  s e c t i o n a l  a r e a ,  t h e  r e s i s t a n c e  
d e c r e a s e s  a n d  t h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h i s  s e c t i o n  d r o p s .  T h i s  
d e s i g n  f a i l e d  t h e  v e r y  f i r s t  t i m e  o f  o p e r a t i o n .  T h e  t i p  o f  
P y r e x  t r a n s f e r l i n e  m e l t e d  a n d  c r a c K e d  i n s i d e  t h i s  l a r g e  
e x t e n s i o n .  T e m p e r a t u r e  o f  t h i s  c a r b o n  e x t e n s i o n  w a s  s t i l l  t o o  
h i g h  f o r  d i r e c t  c o n  n e c t  i o n  .
T h e  s e c o n d  v e r s i o n  o f  c a r b o n  T  m o d i f i c a t i o n  w a s  t o  
f u r t h e r  e x t e n d  t h e  i n t r o d u c e d  p i e c e  w i t h  a  s m a l l e r  d i a m e t e r  t o  
f i t  i n t o  t h e  a t o m i z e r  h o u s i n g .  T h i s  d e s i g n  i s  s h o w n  a s  f i g u r e  
1 5 .  Th  e l e n g t h  o f  t h e  s e c o n d  e x t e n s i o n  w a s  s t u d i e d  a n d  f i n a l l y
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d e t e r m i n e d  t o  h e  1 . 5  c m .  A s h o r t e r  e x t e n s i o n  u o u l d  n o t  r e d u c e d  
t h e  t e m p e r a t u r e  d i f f e r e n c e  s u f f i c i e n t l y  a n d  a  l o n g e r  e x t e n s i o n  
c o u l d  b e  d i f f i c u l t  t o  m a c h i n e .
T h i s  f i n a l  d e s i g n  e n a b l e d  o n e  t o  maKe t h e  d i r e c t  
c o n n e c t i o n  b e t w e e n  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r  a n d  t h e  P y r e x  g l a s s  
t r a n s f e r  l i n e  a n d  r e d u c e d  t h e  s  a  m p 1 e l o s s  t o  a  m i n i m a  1 . Th e 
s e c o n d  a d v a n t a g e  f r o m  i n c r e a s i n g  t h e  t o t a l  l e n g t h  o f  t h e  c a r b o n  
a t o m i z e r  wa s  a  b e t t e r  a t o m i z a t i o n  e f f i c i e n c y .  T h e  d i s a d v a n t a g e  
o f  t h i s  d e s i g n  w a s  t h e  f a c t  t h a t  i t  w a s  d i f f i c u l t  t o  m a c h i n e .
Wh e n  t h e  s K i l l  o f  t h e  a u t h o r  w a s  i m p r o v e d ,  i t  t o o k '  a b o u t  
t w o  h o u r s  t o  m a k e  a  w h o l e  p i e c e  o f  t h e  a t o r n i z e e r .  B r e a k a g e  o f  
c a r b o n  p i e c e s  d u r i n g  t h e  m a c h i n i n g  p r o c e s s  w a s  c o mmo n  b u t  t h e  
p r o c e s s  b e c a m e  r e a s o n a b l y  e f f i c i e n t  w i t h  p r a c t i c e .
T h e  ana .  1 y t  i c a  1 s e n s i t i v i t y  ( W. a b s o r p t i o n  > f o r  m e r  c u r y  
u s i n g  t h i s  d e s i g n  w a s  m u c h  i m p r o v e d ,  u p  t o  a n  a v e r a g e  o f  3 . 0  X 
1 0 - 1 0  g< T h i s  s e n s i t i v i t y  w a s  b e t t e r  t h a n  s o m e  c o m m e r c i a l  
a t o m i z e r  e v e n  t h o u g h  t h e  G . C . - P . P .  i n c l u d e d  a  d i s p e r s i n g  c o l u m n  
b e f o r e  t h e  a t o m i z e r .  T h e  s e n s i t i v i t y  n o r m a l l y  o b t a i n e d  w i t h  a  
s t a n d a r d  c o m m e r c i a l  c a r b o n  a t o m i z e r  i s  4 . 3  X 1 0 _ *®g < 1'A
absorption} <■ 1 14 > .
T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r  d e c r e a s e d  w i t h  t h e  
l i f e - t i m e  o f  t h e  a t o m i z e r .  T h e  l i f e - t i m e  o f  t h e  a t o m i z e r  w a s  
a b o u t  2 4  h o u r s  c o n t i n u o u s  r u n n i n g  t i m e .  T h e  c a r b o n  p i e c e  b e c a m e  
p o r o u s  t o w a r d s  t h e  e n d  o f  i t s  1 i f e  t i m e .  T h i s  p h e n o m e n u m  u a s  
e s p e c i a l l y  o b v i o u s  f o r  t h e  u p p e r  p o r t i o n  o f  t h e  v e r t i c a l  p i e c e .  
T h e  p o r o s i t y  s t a r t e d  f r o m  t h e  i n t e r i o r  o f  t h e  a t o m i z e r  t o  t h e
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F ig u r e  1 5 .  New Carbon A tom izer  f o r  G .C . -  A.A
o u t e r  s u r f a c e  o f  t h e  c a r b o n  p i e c e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  u p p e r  
p o r t i o n  o f  t h e  v e r t i c a l  p i e c e  u a s  r e s p o n s i b l e  f o r  mo s  t  o f  t h e  
d e c o m p o s i t i o n  a n d  a t o m i z a t i o n  p r o c e s s e s .
T h e  s e n s i t i v i t y '  o b t a i n e d  u s i n g  t h i s  n e u  v e r s i o n  o f  
a t o m i z e r  i s  i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  1G.
4 .  M O D I F I C A T I O N  OF THE G . C . - A . A .  I NT E RF ACI NG S E C T I O N
T h e  P y r e x  g l a s s  t r a n s f e r  l i n e  u a s  i n i t i a l l y  c o n n e c t e d  t o  
t h e  G . C .  c o l u m n  u i t h  a  c o u p  1 i n g  u n i o n  a n d  a  T e f l o n  f i t t i n g  ma d  
i n  t h e  l a b  < F i g .  1 0 ) .  D i f f i c u l t y '  a r o s e  f r o m  a d j u s t i n g  t h e  
t e n s i o n  o f  t h e  n u t  u s e d  t o  t i g h t e n  t h e  T e f l o n  f i t t i n g  b e c a u s e  
T e f 1 o n  e x p a n d e d  d u r i n g  t h e  h e a t i n g  p r o c e s s .  T h e  e x p a n s  i o n  
t e n d e d  t o  s q u e e z e  t h e  G . C .  c o l u m n  t h a t  u s e d  a  T e f l o n  t u b i n g .  
C a r r i e r  g a s  f l o w  r a t e  u a s  v e r y  d i f f i c u l t  t o  a d j u s t  s i n c e  i t  u a  
1 i r n i t e d  by'  t h e  T e f l o n  f i t t i n g  r a t h e r  t h a n  t h e  c o l u m n  p a c k ' i n g .  
Wh e n  a  h i g h e r  p r e s s u r e  u a s  u s e  t o  d r i v e  t h e  c a r r i e r  g a s ,  a  g a s  
l e a l ;  u a s  f o u n d  i n  t h e  c o n n e c t i o n  a r e a ,  t h e  t e f l o n  f i t t i n g  a n d  
t h e  c o u p l i n g  u n i o n .  Th  i s  a l s o  a f f e c t e d  t h e  s e n s i t i v i t y '  a n d  
g a  v e  u n r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s .
A s m a l l  h o l e  u a s  d r i l l e d  i n  t h e  b a s e  o f  t h e  c a p i l l a r y  
P y r e x  g l a s s  t r a n s f e r  l i n e  t o  a c c o m o d a t e  t h e  c o l u m n  e n d .  A 
1 y'4 1 1 t o  I / S ’ ’ s t e p - d o w n  c o u p l  i n g  u n i o n  u i t h  s t a n d a r d  
c o m m e r c i a l  f i t t i n g s  u a s  u s e d  t o  c o n n e c t  t h e  t r a n s f e r  l i n e  a n d  
t h e  c o l u m n .
F i g u r e  1 7  i l l u s t r a t e s  t h i s  c o n n e c t i o n .  T h e  t e n s i o n  
a d j u s t m e n t  a r i d  g a s  l e a k  u e r e  p r e v e n t e d  b y  t h i s  c o n n e c t i o n  a n d  
b e t t e r  i n t e r f a c e  u a s  a c h i e v e d .
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5 .  SUMMARY
Th i s  s e c t i o n  d e s c r i b e d  t h e  p r o c e s s e s  u s e d  i n  i mp r  o v i n g t h e  
G . C . - A . A .  i n t e r f a c i n g . A n e w c a r b o n  a t o m i z e r  w a s  d e v e l o p e d  t o  
m a i n t a i n  d i r e c t  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  G . C .  a n d  t h e  A . A .  u n i t s .
A b e t t e r  m e t h o d  f o r  c o n n e c t i n g  t h e  G . C .  c o l u m n  a n d  t h e  P y r e x  
g l a s s  t r  a n s f e r  l i n e  w a s  u t i l i z e d  t o  i m p r o v e  t h e  f l o w  c o n t r  o 1
a n d  p r  e v e n t  c a r  r i e r  g a s  1 e a K a g e .
T h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  G . C . - A . A .  w a s  i m p r o v e d .  F i g u r e  13 
a n d  16 s h o w e d  t h e  s e n s i t i v i t y  i n c r e a s e  f o r  m e r c u r y .  T a b l e  1 
s u m m a r i z e s  t h e  c o m p a r i s o n  o f  s e n s i t i v i t y  f o r  m e r c u r y ,  i n c l u d i n g  
t h a t  f r o m  t h e  c o m m e r c i a l  e q u i p m e n t .
D.  ANALYSES Of  U R I N E  AND P E R S P I R A T I O N
1.  I NTRODUCTI ON
U r i n e  h a s  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  t o  m o n i t o r  w o r K e r s  f o r
i n d u s t r i a l  e x p o s u r e  t o  m e r c u r y .  I t  i s  e a s y  a n d  c o n v e n i e n t  t o
c o l l e c t  s a m p l e s  f o r  r o u t i n e  a n a l y s i s .  M e r c u r y  u a s  r e p o r t e d  t o  
b e  a c c u m u l a t e d  i n  t h e  K i d n e y s  i n  c h r o n i c  e x p o s u r e  a n d  
e l i m i n a t e d  t h r o u g h  u r i n e  ( 1 1 5 > .  H o w e v e r ,  i t  h a s  b e e n  f o u n d  
t h a t  t h e  e x c r e t  i o n  o f  m e r c u r y  i n  u r i n e  d e p e n d s  u p o n  t h e  
c h e m i c a l  f o r m  o f  t h e  e x p o s u r e .  I n o r g a n i c  Hg c o m p o u n d s  a r e  
e l i m i n a t e d  m a i n l y  i n  t h e  f e c e s  a n d  u r i n e  C 1 1 6 M 1 1 7 )  a n d  t h e  
ma  i n  r o u t e  o f  e x c r e t i o n  f o r  me t  h y 1 me r c u r y c o mpo  u n d s  i s  v i a  
f e c e s  ( 1 1S '/ . T h e s e  r e p o r t s  i n d i c a t e  t h a t  m e r c u r y  i n u r i n e i s  
a n  u n r e l i a b l e  i n d e x  f o r  i n d i v i d u a l  e x p o s u r e  t o  m e r c u r y ,  
e s p e c i  a 1 1 y t  o me t h y  1 me r c u r  y , u n l e s s  t h e  c h e  m i c a 1 f o r  ms o f  
me r c u r y  a r e  a l s o  r e p o  r t e d .
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S E N S I T I V I T I E S  OF D I F F E R E N T  CARBON AT O M ISE R S < \V. A B S . >
COMMERCIAL A . A .
< P . E .  MODELS "> * 4 . 9  X 1 0 ” 10  gm
P R E V I O U S  CARBON ATOMIZER
< G.  C . -  A . A .  > 5 . 0  X I D ~ s  g m
CURRENT CARBON ATOMIZER
< G . C . -  A . A .  > 3 . 0  X 1 0 “ 10  gm
TABLE I .  S E N S I T I V I T Y  IMPROVEMENT U S IN G  THE NEW 
CARBON ATOMIZER AS G . C . -  A . A .  DETECTOR
* T h i s  c a n n o t  b e  u s e d  a s  a  G . C .  d e t e c t o r .
A n u m b e r  o f  d i f f e r e n t  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  h a s  b e e n  e m p l o y e d  
i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m e r c u r y  i n  u r i n e ,  i n c l u d i n g  g r a v i m e t r y  
< 1 1 9 ) ,  p o l a r o g r a p h y  < 1 2 0  ) ,  X - r a y  f l u o r e s c e n c e  < I S  1 ) ,  a t o m i c  
e m i s s i o n  < 1 S 2 ) ,  s p e c t r o p h o t o m e t r y  < 1 S 3 ) < 1 S 4 ) a n d  a t o m i c  
a b s o r p t i o n -  t h e  c o l d  v a p o r  t e c h n i q u e  < 5 8 ) ( 1 S 5 ) .  T h e  c o l d  v a p o r  
m e t h o d  i s  t h e  m o s t  c o mmo n  m e t h o d  i n  c u r r e n t  u s e  f o r  u r i n e  
m e r c u r y  d e t e r m i a t i o n . N e v e r t h e l e s s ,  t h i s  m e t h o d  i n v o l v e s  many  
u e t  c h e m i s t r y  s t e p s  f o r  s a m p l e  p r e p a r a t i o n  a n d  u a s  r e p o r t e d  
w i t h  t h e  p r o b l e m  o f  i n c o m p l e t e  e x t r a c t  i o n  a n d  i n c o m p  1 e t e  
d e s t r u c t  i o n  o f  a l 1 t h e  o r g a n i c  m a t r i x  i n  t h e  s a m p  1 e  < 1 S 6 ) .  
G . C . - E . C . D .  u a s  u s e d  b y  C a p p o n  a n d  S m i t h  t o  s e p a r a t e  i n o r g a n  i c  
a n d  o r g a n  i c  m e r c u r y  a f t e r  l o n g  s a m p l e  p r e p a r a t  i o n  u o r K  < 1 S 7 ) 
a l t h o u g h  t h e  m e r c u r y  s p e c  i a t  i o n  u o r K  i n  u r  i n e  u a s  v e r y  1 i m i t e d .
S w e a t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  a  r o u t e  o f  e x c r e t  i n g
n o n  - e s s e n t  i a l  c o m p o n e n t s  f r o m  h u ma n  b o d y  . B r o m i n e ,  i o d  i n e  ,
s i l v e r  , mer c u r y ,  a n d  o t h e r  p h a r m a c o l o g  i c a l  s u b s t n a c e s  c a n  b e  
d i s c h a r g e d  f r o m  s w e a t  < 1 2 8 ) .
T h e  s e c r e t  i o n  b y  s w e a t  g 1 a n d s  i s  f a r  g r e a t e r  t h a n  t h e
s e c r e t  i o n  o f  m o s t  o t h e r  g 1 a n d s . Ty p  i c a l  s w e a t  g 1 a n d s  w e i g h i n g  
a  t o t a l  o f  4 0  g a r e  a b  1 e  t o  s p . c r e t  3 - 1 0  Kg f  1 u i d / d a y  t h a t  i s  
e v e n  h i g h e r  t h a n  t y p  i c a l  s a l i v a  g 1 a n d s ,  w h i c h  we i g h  7 0  g  a n d  
s e c r e t e  1 . 5  K g / d a y  < 1 2 8 ) .  T h e  a v e r a g e  a m o u n t  o f  p e r s p  i r a t  i o n  
f o r  a  1 8 5  l b  man a t  2 9 ®  C h a s  b e e n  e s t  i m a t e d  t o  b e  3 . 0 - 3 . 3  
K g / d a y  < 1 2 8 ) .  8 1 1  t h e s e  i n d  i c a t e  t h a t  s w e a t  c a n  b e  m a j o r  
e x c r e t i o n  r o u t e  f o r  m e r c u r y .
8  v e r y  1 i m i t e d  a m o u n t  o f  worK h a s  b e e n  d o n e  i n
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d e t e r m i n a t i o n  o-f m e r c u r y  i n  s u e a t . T h e  - f i r s t  i m p o r t a n t  r e p o r t  
o n  m e r c u r y  i n  s u e a t  u a s  a c t u a l l y  p u b l i s h e d  b y  o u r  r e s e a r c h  
g r o u p  u s i n g  t h e  q u a r t z  T  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s y s t e m  < 1 2 9 ) .  An 
a v e r a g e  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 7  -  0 . 8  p p m h a s  b e e n  f o u n d  f o r  
m e r c u r y  i n  t h e  s u e a t .  No s u c c e s s f u l  d a t a  o n  s p e c i a t i o n  o f  
m e r c u r y  i n  s u e a t  h a s  b e e n  r e p o r t e d .  T h i s  may b e  d u e  t o  t h e  
d i f f i c u l t y  i n  s u e a t  s a m p l e  c o l l e c t i o n s .
T h e r e  i s  d e f i n i t e l y  a  n e e d  t o  d e v e 1 o p e  a  d i r e c t  m e t h o d  f o r  
m e r c u r y  s p e c  i a t  i o n  i n  b o t h  u r i n e  a n d  s u e a t  s a m p l e s .  As  
d e s c r i b e d  e a r l i e r ,  t o x i c i t y ,  r e t e n t i o n ,  e x c r e t i o n  a n d  o t h e r  
c h e m i c a l  e f f e c t s  o f  m e r c u r y  d e p e n d  o n  i t s  c h e m i c a l  f o r m s .  A l l  
t h e  m e t h o d s  r e p o r t e d  f o r  m e r c u r y  s p e c  i a t  i o n  i n v o l v e d  e l a b o r a t e  
s a m p  1 e  t r e a t m e n t s  t o  i s o l a t e  t h e  i n t e r e s t e d  s p e c i e s  o r  a v o i d  
m a t t r i x  e f f e c t s .  B a c t e r i a l  a c t i o n  i n  u r i n e  s a m p l e s  i s  u e l l  
K n o u n  < 1 3 0 ) .  As  m e n t i o n e d  b e f o r e  t h a t  b a c t e r i a  c a n  r e d u c e  H g ^ + 
a n d  H g + t o  H g 0  a n d  m e t h y 1 a t e  m e r c u r y . B o t h  m e t h y  1 m e r c u r y  a n d  
e l e m e n t a l  m e r c u r y  a r e  m o r e  v o 1 a t  i 1 e t h a n  i n o r g a n  i c  m e r c u r y .
M e r c u r y  1 o s s e s  c a n  b e  f r o m  s t o r a g e  o f  s a m p  1 e s  a n d  t h e  s a m p  1 e  
p r e t r e a t m e n t  s t e p s .  A l l  t h e s e  p r o b l e m s  c a n  o n l y  b e  s o l v e d  u i t h  
a  d i r e c t  s p e c i a t i o n  m e t h o d .
2 .  COLLECTION OF SAMPLES  
S i n c e  t h i s  m e t h o d  u a s  d e s i g n e d  t o  b e  a  d i r e c t  a n a l y s i s  
m e t h o d ,  t h e  s a m p l e  c o l l e c t i o n  s t e p  may b e  t h e  m a j o r  
c o n t r  i b u t  i o n  o f  c o n t a m i n a t  i o n  i f  c a r e  n o t  t a k e n  t o  a v o i d  i t .
A l 1 t h e  s a m p  1 e  c o l l e c t  i o n s  u e r e  p e r f o r m e d  b y  u s  i n g  
p o l y e t h y l e n e  v i a l s .  P o l y e t h y l e n e  v i a l s  u e r e  p l a c e d  i n t o  10%
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n i t  r  i c a c i d  s o l u t  i o n  o v e r n i g h t  a n d  r i n s e d  w i t h  d i s t i l l e d  
d e i o n i z e d  w a t e r  b e f o r e  u s e d  f o r  s t a n d a r d  s o l u t i o n s .
U r i n e  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  v o l u n t e e r s  who  u e r e  
m e m b e r s  o f  t h e  u n i v e r s i t y  p o p u l a t i o n .  S u b j e c t s  s t u d i e d  w e r e  
n o t  o c c u p a t i o n a l l y  e x p o s e d  t o  m e r c u r y  e x c e p t  t h e  a u t h o r  
h i ms  e l f .  S w e a t  s  a  m p 1 e s  w e r e  c o l l e c t e d  u n d e r  s u p e r v i s i o n  i n  a  
s a u n a  a t  t h e  LSU F i e l d  H o u s e .  S u b j e c t s  s a m p l e d  h a d  u n d e r g o n e  
p h y s i c a l  e x c e r  c i s  e p r o g r a m s  a n d  t h e n  s h o w e r e d  b e f o r e  e n t e r i n g  
t h e  s a u n a .  S u e a t  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  o n l y  a f t e r  p r o f u s e  
s w e a t i n g .  S K i n  c o n t a m i n a t i o n s  u e r e  a v o i d e d  . S w e a t  d r o p s  u e r e  
c a u g h t  f r o m  t h e  n o s e  o r  f o r e h e a d  u s i n g  t h e  c l e a n e d  p o l y e t h y l e n e  
v i a l s  .? n o  c o n t a c t  w a s  m a d e  b e t w e e n  t h e  v i a l  a n d  sK i n  o f  
s  amp l e d  s u b j e c t s  d u r  i n g s  a mp  1 e c o l l e c t i o n .
S t a n d a r d  s o l u t i o n s  u e r e  d i l u t e d  f r o m  s t o c K  s o l u t i o n s  < 1 0 0 0  
p p m  f o r  m e r c u r i c  c h l o r i d e  5 0 0  p p m  t o r  m e t h y m e r c u r i c  c h l o r i d e
a n d  1 0 0 0  p p m  f o r  e t h y l m e r c u r  i c  c h l o r i d e ?  o n  t h e  s a m e  d a y  o f
s  a. mp 1 e  a n a l y s e s .
3 .  D E T E R M IN A T IO N  OF TOTAL MERCURY 
T h e  b i g g e s t  l i m i t a t i o n  o f  G . C . - A . A .  i s  t h a t  o n l y  v o l a t i l e
c o m p o u n d s  c a n  b e  a n a l y z e d .  To e s t i m a t e  t h e  c o n t e n t  o f
n o n v o l a t i l e  s p e c i e s  i n  t h e  s a m p l e s ,  o t h e r  m e t h o d s  m u s t  b e  
e m p 1 o y e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  t o t a l  me r  c u r y  c o n t e n t  .
T h e  q u a r t z  T A . A .  w a s  d e v e l o p e d  i n  o u r  r e s e a r c h  g r o u p  t o  
a n a l y z e  v o l a t i l e  m e t a l s  i n  d i f f e r e n t  s a m p l e s  < 1 2 9 ? < 1 3 1 > < 1 3 2 ? .
I t  w a s  e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y  t o  d e t e r m i n e  t o t a l  m e r c u r y  
c o n t e n t  i n t h e  u r i n e  a n d  s w e a t  s  a  m F 1 e s .
a .  INSTR UMENTATION -  THE QUARTZ T  A . A
T h i s  s e c t i o n  d e s c r i b e s  t h e  t e c h n i q u e s  a n d  c o m p o n e n t s  u s e d  
i n  t h e  q u a r t z  T  A . A .  s y s t e m .  A s c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  
q u a r t z  T  A . A .  i s  s h o w n  a s  f i g u r e  9 .  S o m e  c o m p o n e n t s  w e r e  
c o n s t r u c t e d  i n  o u r  l a b s ,  o t h e r  c o m p o n e n t s  w e r e  f r o m  o t h e r  
e q u  i p me n t  .
T h e  l i g h t  s o u r c e  w a s  a  d e m o u n t a b l e  h o l l o w  c a t h o d e  l a m p  
s y s t e m .  T h e  q u a r t z  T  a t o m i z e r  w a s  t h e  h e a r t  o f  t h e  q u a r t z  T 
A . A .  s y s t e m .  I t  w a s  c o n s t r u c t e d  f r o m  u l t r a p u r e  q u a r t z  t u b i n g  
i n  t h e  s h a p e  o f  a  ■ ' T '  1 w i t h  t w o  q u a r t z  d i s c s  f u s e d  t o  t h e  e n d s  
o f  t h e  c r o s s  p i e c e .  V a c u u m  p o r t s  w e r e  l o c a t e d  a p p r o x i m a t e l y  
o n e  i n c h  f r o m  t h e  q u a r t z  d i s c s .  T h e  l e n g t h  o f  t h e  c r o s s  p i e c e  
w a s  3 5  c m  a n d  w a s  w r a p p e d  w i t h  l a y e r s  o f  a s b e s t o s  c h o r d  a n d  
t a p e .  T h e s e  l a y e r s  o f  a s b e s t o s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a n
n e c e s s a r y  t o  i n c r e a s e  t h e  1 i f e t i m e  o f  t h e  f r e e  a t o m s  i n  t h e  
l i g h t  p a t h .
T h e  v e r t i c a l  p i e c e  w i t h  a  l e n g t h  a b o u t  15 c m w a s  a  b e d  o f  
c a r b o n  p i e c e s  w h i c h  w a s  c o n t a i n e d  i n  a n  i n n e r  q u a r t z  s l e e v e .  
T h i s  q u a r t z  s l e e v e  c o u l d  b e  e a s i l y  i n s e r t e d  a n d  r e m o v e d  f r o m  
t h e  v e r t i c a l  p i e c e  o f  t h e  1 ' T ' 1 . I t  s e r v e d  t o  e x p e d i t e  t h e  
l o a d i n g  o f  t h e  c a r b o n  b e d  a n d  p r e v e n t e d  v i t r i f i c a t i o n  o f  t h e  
q u a r t z  c e l l  w a l l  c a u s e d  b y  r e p e a t e d  h e a t i n g  a n d  c o o l i n g  c y c l e s .  
T h i s  i n n e r  s l e e v e  w a s  s e a l e d  w i t h  a n  ' ' O ’ 1 r i n g  t o  t h e  t o p  
p o r t i o n  o f  t h e  1 ' T ' 1 t o  p r e v e n t  a i r  l e a k a g e  a r o u n d  t h e  c a r b o n
y h e a t e d  n i c h r o m e  w i r e  a d e q u a t e l y  m a i n t a i n e d  a  l i g h t
p a t h  t e m p e r a t u r e  i n  e x c e s s  o f  9 0 0 ®  C.  T h i s  t e m p e r a t u r e  w a s
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b e d .  T h e  w h o l e  ’ ' T ‘ 1 w a s  p u r g e d  w i t h  n i t r o g e n  t o  e x t e n d  t h e  
1 i - f e t  im e  o-f t h e  c a r b o n  b e d .  T h e  c a r b o n  b e d  w a s  i n d u c t i v e l y  
h e a t e d  w i t h  a n  R . F .  c o i l .  T y p i c a l  o p e r a t i n g  t e m p e r a t u r e s  o-f 
t h e  b e d  v a r i e d  b e t w e e n  1 4 0 0 ®  C - 1 5 0 0 ®  C m e a s u r e d  b y  t h e  o p t i c a l  
p y r o m e t e r .  T h i s  o p e r a t i n g  t e m p e r a t u r e  w a s  a c t u a l l y  l i m i t e d  by  
t h e  m e l t i n g  p o i n t  o f  q u a r t z ,  i . e . ,  16 5 0 ® C .
S a m p l e s  a n d  s t a n d a r d s  w e r e  i n t r o d u c e d  d i r e c t l y  f r o m  t h e  
t o p  o f  t h e  v e r t i c a l  p i e c e  o f  t h e  ■ • t  ' ' u s i n g  a  m i c r o d i s p e n s e r .  
No p r e t r e a t m e n t  w a s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  s a m p l e s  s t u d i e d .  Du e  t o  
t h e  l o n g  c a r b o n  b e d ,  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  c o m p l e t e l y  d e c o m p o s e  
a n d  a t o m i z e  t h e  s a m p l e .  S e n s i t i v i t y  w a s  g r e a t l y  e n h a n c e d  
b e c a u s e  o f  t h e  l o n g  l i g h t  p a t h .  T h i s  e n h a n c e m e n t  w i l  b e  s h o w n  
l a t e r  i n t h e  r e s u l t s  s e c t i o n .
Th e l i g h t  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  c r o s s  p i e c e  o f  t h e  1 1T ' 1 , 
w h i c h  w a s  t h e  l i g h t  p a t h ,  w a s  r e f o c u s e d  b y  a  l e n s  o n t o  t h e  
e n t r a n c e  s l i t  o f  t h e  m o n o c h r o m a t o r  a n d  d i s p e r s e d  b y  t h e  
g r a t i n g  i n s i d e  t h e  m o n o c h r o m a t o r .  T h e  a b s o r p t i o n  l i n e  a t  
2 5 3 . 7  nrn w a s  t h e n  d e t e c t e d  b y  t h e  R 1 0 S  p h o t o m u l t i p l i e r  <PMT> 
d e t e c t o r .  T h e  R 1 0 S  h a d  t h e  c a p a b i l i t y  o f  c o v e r i n g  t h e  r a n g e  
f r o m  1 6 0 . 0  t o  9 0 0 . 0  n m.  T h e  d e t e c t e d  s i g n a l s  w e r e  a m p l i f i e d  b y  
a  p h a s e  s e n s i t i v e  f t . C . a m p l i f i e r ,  s e t  t o  p a s s  o n l y  a  n a r r o w  
b a n d  o f  f r e q u e n c i e s  c o n t a i n i n g  t h e  c h o p p e r  f r e q u e n c y .  A c h a r t  
r e c o r d e r  w a s  u s e d  t o  r e c o r d  t h e  a m p l i f i e d  s i g n a l s .
b .  E XP ERIM EN TA L PARAMETERS-QUARTZ T  A . A .
1> H o l l o w  C a t h o d e  L a m p  C u r r e n t  : 3  m A , He f i l l e r  g a s .
2 >  C a r b o n  B e d  T e m p e r a t u r e  J 1 4 5 0 °  C
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3 >  A - t o m i z e r  P u r g e  G a s  s p u r g e  g a s ,  n i t r o g e n ,  w a s  s u p p l i e d  t o  
t h e  a t o m i z e r  a t  2 7 0 m l / " m i n  t o  p r o v i d e  a  p o s i t i v e  p r e s s u r e  s y s t e m  
a n d  p r e v e n t  t h e  e n t r a n c e  o f  a m b i e n t  a i r  i n t o  t h e  a t o m i z e r .
4 >  L i g h t  P a t h  T e m p e r a t u r e  ! 9 0 0 °  C
5 >  M o n o c h r o m a t o r  S l i t  W i d t h  : 2 5  m i c r o n s  a t  2 5 3 . 7 n m l i n e ,  0 . 8 A  
s p e c t r a  s l i t  w i d t h
6 >  H i g h  V o l t a g e  o n  PMT •  5 0 0  v o l t s
7  > C e l l  P u m p i n g  R a t e  : 2 5 0  m l / m i n
8 >  A m p l i f i e r  : ACVM m o d e ,  2 0 0  mv s e n s i t i v i t y ,  1 0 0  ms t i m e  
c o n s t a n t .
9 >  R e c o r d e r  : 1 0 0  m v ,  l i n e a r  m o d e .
c . EXPERIMENTAL PROCEDURES
U r i n e  a n d  s w e a t  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d .  I n i t i a l l y  t h e  i n s t u m e n t  w a s  w a r m e d  up r e a d y  f o r  
a n a l y s e s .  S a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  b y  d i r e c t  i n t r o d u c t i o n  f r o m
t h e  t o p  o f  t h e  q u a r t z  T A . A .  a n d  r e q u i r e d  n o  p r e t r e a t m e n t .  A l l
t h e  s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  w i t h i n  t w o  h o u r s  o f  c o l l e c t i o n .  
C a l i b r a t i o n  c u r v e s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  0 . 1 ,  0 . 2 5 ,  0 . 5 ,  1 . 0 ,  2 . 5  
a n d  5 . 0  ppm s t a n d a r d  m e r c u r i c  c h l o r i d e  s o l u t i o n s  w h i c h  w e r e  
p r e p a r e d  o n  t h e  s a m e  d a y  f r o m  1 0 0 0  p p m s t o c K  s o l u t i o n  b e f o r e  
u s e .  S i g n a l  p e a k  h e i g h t s  w e r e  u s e d  t o  p r e p a r e  t h e  c a l i b r a t i o n  
c u r v e s .
d .  RESULTS AND D I S S C U S S I O N
A b o u t  t h i r t y  f i v e  u r i n e  a n d  s w e a t  s a m p l e s  w e r e  
s u c c e s s f u l l y  a n a l y z e d  d u r i n g  a  t h r e e - m o n t h  s t u d y  p e r i o d .  The
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n u m b e r  w a s  l i m i t e d  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h e  a u t h o r  t r i e d  t o  
p e r f o r m  t h e  s p e c  i a t  i o n  a n d  t o t a l  m e r c u r y  d e t e r m i n a t i o n  a t  t h e  
s a m e  t i m e  f o r  s a m p l e s  c o l l e c t e d .  He h a d  t o  m a i n t a i n  b o t h  
G . C . - A . A .  a n d  t h e  q u a r t z  T A . A . ,  uh  i c h  w e r e  l o c a t e d  a t  
d i f f e r e n t  r o o m s ,  r u n n i n g  a t  t h e  s a m e  t i m e .  I f  e i t h e r  o n e  o f  
t h e  t w o  s y s t e m s  w a s  n o t  f u n c t i o n i n g  p r o p e r l y ,  d a t a  w a s  
c o l l e c t e d  o n l y  f o r  q u a l i t a t i v e  p r u p o s e  a n d  n o  q u a n t i t a t i v e  
i n f o r m a t i o n  w a s  r e c o r d e d .
E v e r y  f o u r  h o u r s  o f  r u n n i n g  t i m e  t h e  c a r b o n  b e d  o f  t h e  
q u a r t z  T A . A .  h a d  t o  b e  r e p l a c e d  d u e  t o  b u r n i n g  o f  t h e  c a r b o n  
b e d .  T h e  R . F .  c o u l d  n o t  c o u p l e  w i t h  t h e  c a r b o n  w h e n  t h e  
p o r o s i t y  w a s  h i g h  e v e n  t h o u g h  t h e  R . F .  p o w e r  w a s  f u r t h e r  
i n c r e a s e d .
D i f f i c u l t y  a r o s e  f r o m  i n t r o d u c i n g  l a r g e r  q u a n t i t y  o f  
s a m p l e s ,  i . e . ,  m o r e  t h a n  2  u l ,  o f  l i q u i d  i n t o  t h e  q u a r t z  T A . A .  
s y s t e m .  T h i s  w a s  b e c a u s e  t h a t  s u d d e n  e x p a n s i o n  o f  l i q u i d  i n t o  
g a s e o u s  f o r m  u n d e r  h i g h  t e m p e r a t u r e  a f f e c t e d  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  
t h e  s y s t e m .
T h e  s a m p l e  i n j e c t i o n  t e c h n i q u e  t o o K  a  l o t  o f  p r a c t i c e  t o  
o b t a i n  r e p r o d u c i b l e  d a t a .  T h e  s a m p l e  s h o u l d  b e  i n t r o d u c e d  o n t o  
t h e  c e n t e r  o f  t h e  c a r b o n  b e d .  P o o r  i n j e c t i o n  c a u s e d  t h e  s a m p l e  
t o  b e  c a u g h t  o n  t h e  w a l l  o f  t h e  i n n e r  s l e e v e  a n d  g a v e  p o o r  
r e s u l t s .
F i g u r e  1 8  s h o w s  a  s e r i e s  o f  s i g n a l s  f r o m  t h e  i n j e c t i o n  o f  
s t a n d a r d  s o l u t i o n s  t o  t h e  q u a r t z  T A . A .  s y s t e m .  T h e  s i g n a l s  





Based on 1.0 ul Injections 
of HgCl,, Solutions
1.00 ppm




F ig u r e  1 8 .  S i g n a l s  o f  Mercury U s in g  Quartz T A.A.
82
m e r c u r i c  c h l o r i d e  a q u e o u s  s o l u t i o n s .  F i g u r e  19  s h o w s  a  
t y p i c a l  c a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  t o t a l  m e r c u r y  d e t e r m i n a t i o n  u s i n g  
t h e  q u a r t z  T  A . A .  s y s t e m .  T h e  s e n s i t i v i t y  w a s  e s t i m a t e d  t o  b e  
a b o u t  1 0 ~ * ® g  C I", a b s o r p t i o n ? .  T h e  1 8 4 . 9  nm  l i n e  h a s  a  h i g h e r  
o s c i l l a t o r  s t r e n g t h .  A l t h o u g h  s e n s i t i v i t y  c a n  b e  i m p r o v e d  b y  
u s i n g  t h i s  l i n e  i n  t h e  v a c u u m  U . V .  r a n g e  < 1 3 1 ? ,  i t  w a s  n o t  
t r i e d  i n  t h i s  s t u d y .  Whe n  u s i n g  t h e  1 8 4 . 9 n m  l i n e ,  t h e  o p t i c a l  
p a t h  a n d  t h e  m o n o c h r o m a t o r  m u s t  b e  p u r g e d  t o  a v o i d  o x y g e n  
a b s o r p t i o n  w h i c h  a l w a y s  o c c u r s  b e l o w  2 0 0  n m.
F i g u r e  £ 0  s h o w s  t h e  s i g n a l s  o b t a i n e d  b y  i n j e c t i o n  o f  u r i n e  
a n d  s w e a t  s a m p l e s .  T a b l e  3  a n d  4  s u m m a r i z e  t h e  u r i n e  r e s u l t s  
a n d  t h e  s w e a t  r e s u l t s  i n c l u d i n g  t h o s e  f r o m  t h e  G . C . - A . A .  
s t u d i e s  w h i c h  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n s .
No mo 1 e c u 1 a r  b a c K g r o u n d  w a s  f o u n d  w h e n  u s i n g  t h e  q u a r t z  T 
A . A .  w i t h  2 5 3 . 7 n m  l i n e .  T h i s  m e a n s  t h a t  t h e  c a r b o n  b e d  w a s  
a b l e  t o  d e c  a mpo s  e t h e  s  a  m p 1 e c o mp 1 e  t  e 1 y b e f o r e  t h e  d e t e c t i o n  
w a s  m a d e .  T h i s  i s  o n e  o f  t h e  a d v a n t a g e s  f r o m  t h e  q u a r t z  T A . A .  
d e  s i g n .
T h e  r e s u l t s  a g r e e  r e a s o n a b l y  w i t h  t h o s e  o b t a i n e d  by  
P r  e v  i o u s  s t u d  i e s  p e r f o r m e d  b y  o n e  o f  t h e  a u t h o r ' s  c o l  l e g u e s  
< 1 2 9 ? < 1 3 1 ?  a l t h o u g h  a  d i f f e r e n t  l i n e  w a s  u s e d .  D a t a  i n d i c a t e d  
h i g h e r  c o n c e r t r a t i o n  o f  m e r c u r y  i n  u r i n e  t h a n  i n  s w e a t  s a m p l e s .  
H o w e v e r ,  d u e  t o  t h e  s m a l l  s e t  o f  d a t a ,  n o  s t a t i s t i c a l  a p p r o a c h  
wa s  t r i e d  f o r  d a t a  h a n d l i n g .  W i d e  c o n c e r t r a t  i o n  r a n g e s  w e r e  
f o u n d  f o r  b o t h  t y p e s  o f  s a m p l e s .  M o r e  c o n c l u s i o n s  c a n  b e  m a d e  
f  r  o m t  h e c o m b i  n a t  i o n  w i t h  t h e  G . C . - A . A . r e s u l t s  i n t h e
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F ig u r e  2 0 .  T o t a l  Mercury i n  U r ine  and Sweat by
Quartz T A.A.
• f o l l o w i n g  s e c t i o n .  N e v e r t h e l e s s ,  q u a r t z  T A.  A.  s u p p l i e d  an  
e x c e l l e n t  m e t h o d  - for  t o t a l  m e r c u r y  d e t e r m i n a t i o n  - for  t h o s e  
s a m p  1 e s  .
4 .  SPEC I A T I GN  BY B . C . - A . A .
a .  I n t r o d u c t i o n  
A s t a n d a r d  p r a c t i c e  i n  t r a c e  m e t a l  d e t e r m i n a t i o n  i s  t o  
d e t e r m i n e  t h e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o-f t h e  m e t a l  o f  i n t e r e s t .  A 
d e s c r i b e d  e a r l i e r  i n  t h i s  d i s s e r t a t i o n ,  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s i n g  
i n t e r e s t  a n d  n e e d  i n  p e r f o r m i n g  s p e c i a t  i o n  s t u d i e s .
F o r  s p e c i a t i o n  s t u d i e s ,  t h e  g r e a t  r e s o l v i n g  p o w e r  o f  G . C .  
h a s  b e e n  u t i l i z e d  by  c o u p l i n g  i t  w i t h  s p e c i f i c  d e t e c t o r s .
T h e s e  d e t e c t o r s  i n c l u d e  M . S . ,  G . C .  e l e c t r o n  c a p t u r e  d e t e c t o r ,  
a t o m i c  e m i s s i o n  ( 1 3 3 )  a n d  a t o m i c  a b s o r p t i o n  < 1 3 4 > < 1 3 5 ) < 13 S >.  
H o w e v e r ,  f o r  m e r c u r y  s p e c i a t i o n ,  t h e  G . C . - E . C . D .  m e t h o d  i s  t h e  
mo s  t  p o p u l a r .  Th i s  i n v o l v e s  e x t e n s i v e  w e t  c h e m i s t r y  i s o l a t i o n  
a n d  e x t r a c t i o n .  T h e  c o l d  v a p o r  A . A .  w i t h  s e l e c t i v e  r e d u c t i o n  
i s  a n o t h e r  p o p u l a r  m e t h o d .  I t  a l s o  i n v o l v e s  a  l o n g  s e r i e s  o f
s  a  mp 1 e p r e t r e a t m e n t .
T h e  G . C . - A . A .  c o m b i n a t i o n  d e v e l o p e d  g a v e  b e t t e r  
s e n s i t i v i t y  a n d  o f f e r e d  a  g o o d  m e a n s  t o  p e r f o r m  d i r e c t  
s p e c i a t i o n .  A l t h o u g h  a t o m i c  a b s o r p t i o n  h a s  b e e n  c o u p l e d  w i t h  
G . C .  f o r  m e t a l  s p e c i a t i o n  w o r K s  , c o m m e r c i a l  f l a m e  A . A .  w a s  
n o r  m a I I y  u t i l i z e d  w i t h o u t  a t t e m p t s  t o  i m p r o v e  d e s i g n s  f o r  t h e  
n e c e s s a r y  s e n s i t i v i t y  i m p r o v e m e n t  < 1 3 5 ) .  T h e  d e s i g n  c h a n g e s  
d i s c u s s e d  p r e v i o u s l y  e n a b l e  o n e  t o  h a v e  b e t t e r  s e n s i t i v i t y  
t h a n  c o m m e r c i a l  e q u i p m e n t  a n d  g i v e  many  o t h e r  a d v a n t a g e s .
M e r c u r y  s p e c i a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  o n  t h i s  G . C . - A . A .  s y s t e m .
b .  E x p e r i m e n t a l  P a r a m e t e r s - G . C . - A . A .
T h e  f o l l o w i n g  p a r a m e t e r s  w e r e  f i n a l l y  u s e d  f o r  m e r c u r y  
s p e c i a t i o n  s t u d i e s  u s i n g  t h e  G . C . - A . A .  s y s t e m .
a >  C o l u m n  : 1 / S ' 1 d i a m e t e r  T e f l o n  c l o u m n  £ 4 ' '  l o n g ,  p a c K e d
w i t h  5;-: DEGS o n  c h r o m o s o r b  Ul. AW. DMCS.  
b > C a r r i e r  G a s  : A r g o n  <7 0 m l / m i n )  
c >  C o l u m n  T e m p e r a t u r e  ; 1 7 0 ° C
d >  I n j e c t i o n  P o r t  T e m p e r a t u r e  : 2 1 0 ° C  
e >  P y r e x  T r a n s f e r  L i n e  T e m p e r a t u r e  5 1 S 0 ° C
f >  M e r c u r y  D e m o u n t a b l e  H o l l o w  C a t h o d e  Lamp C u r r e n t  : 3  mA, He  
f i l l e r  g a s  
g >  V o l t a g e  o n  PMT : 3 5 0  v o l t s
h >  S l i t  W i d t h  s £ 5  m i c r o n s  a t  £ 5 3 . 7nm l i n e ,  0 . 0 S n m  s p e c t r a l  
s l i t  w i d t h ,  
i > A t o m i z e r  T e m p e r a t u r  e  : 1 5 0 0 °  C
j  > R e c o r d e r  : 1 0 0  mu s p a n
c .  EXPERIMENTAL PROCEDURES - G . C . - A . A .
C l ) .  PREPARATI ON OP COLUMNS
A l l  t h e  c o l u m n s  u s e d  w e r e  p r e p a r e d  by  t h e  a u t h o r .  T e f l o n  
t u b i n g  w a s  c h o s e n  d u e  t o  i t s  i n e r t n e s s  a n d  e a s e  i n  
m a n i p u l a t i o n .  D i f f e r e n t  c o l u m n  s u b s t r a t e s ,  s u c h  a s  c h r o m s o r b  
1 0 1 ,  0 1 - 1 7 ,  Q F - 1  a n d  D E G S ,  w e r e  s e l e c t e d  b e c a u s e  o f  t w o  m a j o r  
r e a s o n s  : 1> a v a i l a b i l i t y  a n d  £ >  p e r f o r m a n c e  i n  l i t e r a t u r e .
C o l u m n  s u b s t r a t e s  o f  p r e - d e t e r m i n e d  q u a n t i t i e s  w e r e  f i r s t  
d i s s o l v e d  i n  s u i t a b l e  s o l v e n t s ,  s u c h  a s  d i c h 1 o r o m e t h a n e ,
c h l o r o f o r m  o r  a c e t o n e  , w h i c h  w e r e  - t he n  m i x e d  w i t h  
p r e - d e t e r m i n e d  q u a n t i t i e s  o f  s o l i d  s u p p o r t s .  Two h o u r s  w e r e  
u s u a l l y  a l l o w e d  f o r  s u f f i c i e n t  c o a t i n g  t o  o c c u r .  T h e n  t h e  
m i x t u r e  o f  c o a t e d  s o l i d  s u p p o r t s  w i t h  s o l v e n t s  w e r e  s l o w l y  
s u c t i o n  d r i e d .  C a r e  m u s t  b e  t a K e n  t o  a v o i d  e x c e s s  d i s t u r b a n c e  
t o  t h e  c o a t e d  s u p p o r t s .  T h e  c o a t e d  s u p p o r t s  w e r e  s p r e a d  o n t o  
g l a s s  p a n  t o  a s s u r e  t h e  t o t a l  r e m o v a l  o f  s o l v e n t s .
A s u i t a b l e  l e n g t h  o f  T e f l o n  t u b i n g  w i t h  1 / 8 ‘ ' O . D .  a n d  
1 / 1 6 ' 1 I . D .  w a s  o b t a i n e d .  One e n d  o f  t h e  c o l u m n  w a s  p l u g g e d  
w i t h  f i n e  g l a s s  w o o l  a n d  c o n n e c t e d  t o  a  v a c u u m  p u m p ,  w i t h  a  
s a f e t y  g l a s s  b o t t l e  i n  b e t w e e n  t h e  c o l u m n  a n d  t h e  p u m p .  T h e  
c o a t e d  p a c K i n g  m a t e r i a l  w a s  s l o w l y  p o u r e d  i n t o  t h e  T e f l o n  
c o l u m n  u s i n g  a  f u n n e l  a n d  t h e  v a c u u m  pump w a s  t u r n e d  o n .  A 
p o r t a b l e  e l e c t r o n i c  v i b r a t o r  w a s  u s e d  t o  v i b r a t e  t h e  c o l u m n  
d u r i n g  t h e  p a c k i n g  p r o c e s s  t o  a s s u r e  t i g h t n e s s  o f  t h e  p a c k i n g  
i n  t h e  c o l u m n .  T h e  p a c k i n g  p r o c e s s  w a s  s t o p p e d  w h e n  no  m o r e  
p a c k i n g  c o u l d  b e  t a k e n  b y  t h e  c o l u m n .  A n o t h e r  p i e c e  o f  g l a s s  
w o o l  w a s  u s e d  t o  p l u g  t h e  o t h e r  e n d  o f  t h e  c o l u m n .  T h e  c o l u m n  
w a s  a c t i v a t e d  i n  t h e  o v e n  a t  t h e  m a x i m u m  t e m p e r a t u r e  f o r  
o v e r n i g h t  w i t h  c a r r i e r  g a s  f l o w  o n .
C h r o m o s o r b  10 1 w h i c h  i s  a  p o l y m e r i c  m a t e r i a l  r e t a i n e d  a l l  
m e r c u r y  c o m p o u n d s  w h e n  a  8 4 ' '  c o l u m n  w a s  u s e d .  T h e  O V - 1 7  a n d  
G F - 1  w e r e  s u c c e s s f u l l y  u s e d  by  Wes t o o  i n  t h e  G . C . - E . C . D .  
m e t h o d s  < 7 G ) ( 7 7 > C 7 S >  s u f f e r e d  i n s t a b i l i t y  a f t e r  a q u e o u s  s a m p l e  
i n j e c t i o n .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  DEGS c o l u m n  g a v e  g o o d  s t a b i l i t y  
a g a i n s t  w a t e r  a n d  r e s o n a b l e  s e p a r a t i o n  o f  m e r c u r y  c o m p o u n d s .
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T h i s  c o l u m n  s u b s t r a t e  u a s  t h e n  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  e n t i r e  
s t u d y  .
Two d i f f e r e n t  l e n g t h s  o f  DEGS c o l u m n s  w e r e  t r i e d ,  t h e  
5 - f o o t  c o l u m n  a n d  t h e  2 - f o o t  c o l u m n .  T h e  5 - f o o t  c o l u m n  g a v e  
b e t t e r  r e s o l u t i o n  w i t h  l o n g  r e t e n t i o n  t i m e s ,  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  
2 1 ,  w i t h  m o r e  d i f f i c u l t y  i n  a d j u s t i n g  c a r r i e r  g a s  f l o w  r a t e  d u e  
t o  t h e  h i g h  p r e s s u r e  d r o p  a l o n g  t h e  c o l u m n .  T h e  2 - f o o t  c o l u m n  
w h i c h  g a v e  b e t t e r  a n d  f a s t e r  a n a l y s e s  ( i l l u s t r a t e d  i n  t h e  
f o l l o w i n g  s e c t i o n )  w a s  c h o s e n  f o r  t h i s  s t u d y .
( 2 ) .  PROCEDURES FOR SAMPLE ANALYSES  
O p t i m a l  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  i n j e c t i n g  
s t a n d a r d  s o l u t i o n s  i n t o  t h e  G . C . - A . A .  s y s t e m .  C a l i b r a t i o n  
c u r v e s  f o r  b o t h  m e r c u r i c  c h l o r i d e  a n d  m e t h y l  m e r c u r i c  c h l o r i d e  
w e r e  p r e p a r e d  b y  i n j e c t i n g  0 . 1 ,  0 . 2 5 ,  0 . 5 ,  1 . 0 ,  2 . 5  a n d  5 . 0  ppm  
s t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  b o t h  c o m p o u n d s  i n t o  t h e  s y s t e m .
S a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r  i n  t h e  q u a r t z  
T A . A .  s e c t i o n  a n d  a n a l y z e d  b y  d i r e c t  i n j e c t i o n  m e t h o d  u s i n g  
H a m i t o n  m i c r o l i t e r  s y r i n g e s  w i t h o u t  a n y  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t . 
D i f f e r e n t  s y r i n g e s  w e r e  u s e d  f o r  s a m p l e s  a n d  s t a n d a r d s  t o  
a d v o i d  c o n t a m i n a t i o n . S y r i n g e s  w e r e  a l l  p r e - w a s h e d  u s i n g  10% 
n i t r i c  a c i d ,  d i s t i l l e d  d e i o n i z e d  w a t e r  a n d  a c e t o n e  a n d  v a c u u m  
d r i e d .
d .  S EPARATI ON OF MERCURY COh^OUNDS  
B e f o r e  a n y  s a m p l e  c a n  b e  a n a l y z e d  b y  G . C . - A . A . ,  r e t e n t i o n  
t i m e s  o f  t h e  r e l e v a n t  v o l a t i l e  m e r c u r y  c o m p o u n d s  m u s t  b e  




Column: 5-foot, 5% DEGS 
on 80-100 Mesh 
Chromosorb W. AW. 
Carrier Gas: Argon (70 ml/min)
Injection: 210°C 







Figure 21. Separation of Mercury Compounds Using 
a 5-foot DEGS Column
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i n o r g a n i c  d e v a l e n t  m e r c u r y  a n d  m e t h y  1 m e r c u r  i c  c h l o r i d e  a n d  
e t h y 1 m e r c u r  i c  c h l o r i d e  w e r e  c h o s e n  t o  r e p r e s e n t  t h e  v o l a t i l e  
o r g a n i c  m e r c u r y .  C h l o r i d e s  u e r e  c h o s e n  d u e  t o  t h e  h i g h  s a l t  
c o n t e n t  o f  t h e  u r i n e  a n d  s w e a t  s a m p l e s  ( a b o u t  3 0 0  
m g / 1 0 0 m l > < 1 2 8  > .  M e t h y 1 m e r c u r i c  c h l o r i d e  w a s  c h o s e n  d u e  t o  t h e  
f a c t  t h a t  m e t h y l  m e r c u r y  w a s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  o r g a n i c  m e r c u r y  
s p e c i e s  s t u d i e d .  M o s t  o f  p r e v i o u s  s p e c i a t i o n  w o r k  o n  m e r c u r y  
c e n t e r e d  o n  m o n i t o r i n g  m e t h y l  m e r c u r y  s p e c i e s  b e c a u s e  o f  i t s  
t o x i c i t y  a n d  e n v  i r o n m e n t a l  f a t e .
F i g u r e  2 2  s h o w s  t h e  c h r o m a t o g r a m  o f  m e r c u r i c  c h l o r i d e .  T h e  
r e t e n t i o n  t  i me  f o r  t h i s  c o m p o u n d  i n  t h e  c o l u m n  u a s  e x t r e m e  1 y 
s h o r t  ; i t  w a s  a c t u a l l y  t h e  t i m e  f o r  a  c o m p o u n d  t o  g o  t h r o u g h  
t h e  d e a d  v o l u m e  o f  t h e  c o l u m n .  T h i s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e r e  w a s  
n o  i n t e r a c t i o n  o f  m e r c u r i c  c h l o r i d e  w i t h  t h e  c o l u m n  s u b s t r a t e  
DEGS.  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  A . A .  d e t e c t o r  w a s  a b l e  t o  d e t e c t  t h i s  
c o m p o u n d .  T h e  s a m e  c o l u m n  u a s  h o o k e d  up t o  a  g a s  c h r o m a t o g r a p h  
w i t h  a  f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r  a n d  n o  s i g n a l  f o r  m e r c u r i c  
c h l o r i d e  u a s  d e t e c t e d  b y  t h e  F .  I .  D.
F i g u r e  2 3  s h o w s  t h e  c h r o m a t o g r a m  f o r  t h e  m e t h y m e r c u r  i c  
c h l o r i d e .  F i g u r e  2 4  i s  t h e  c h r o m a t o g r a m  f o r  t h e  m i x t u r e  o f  
m e r c u r i c  c h l o r i d e  a n d  m e t h y l  m e r c u r i c  c h l o r i d e .  Two d i s t i n t i v e  
G . C .  p e a k s  w e r e  r e c o r d e d  f o r  t h e  m i x t u r e ,  w h e n  r u n n i n g  t h e  
m e t h y 1 m e r c u r i c  c h l o r i d e  a l o n e ,  a  s m a l l  s i g n a l  w i t h  t h e  s a m e  
r e t e n t i o n  t i m e  a s  m e r c u r  i c  c h l o r i d e  w a s  a l w a y s  f o u n d .  I t  u a s  
f i r s t  a s s u m e d  t h a t  i t  w a s  a  d e c o m p o s i t i o n  p r o d u c t  f r o m  
m e t h y l  m e r c u r i c  c h l o r i d e  u n d e r  t h e  c o l u m n  t e m p e r a t u r e .  H o w e v e r ,
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FIGURE 22. CHROMATOGRAM OF MERCURIC CHLORIDE BY GC-AA
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FIGURE 23. CHROMATOGRAM OF METHYLMERCURIC CHLORIDE BY GC-AA
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FIGURE 24. CHROMATOGRAM OF MERCURIC CHLORIDE AND METHYLMERCURIC
CHLORIDE BY GC-AA
a  i n c r e a s e  i n  c o l u m n  t e m p e r a t u r e  d i d  n o t  i n c r e a s e  t h i s  s m a l l  
s i g n a l .  I t  u a s  t h e n  a s s u m e d  t o  b e  a n  i m p u r i t y  - f r o m t h e  
s t a n d a r d .
R e v e r s e d - p h a s e  TLC u a s  e m p l o y e d  t o  m o n i t o r  t h e  p u r i t y  o f  
t h e  m e t h y l m e r c u r  i c  s t a n d a r d , s i n c e  t h i s  m e t h o d  p r o v i d e s  a  f a s t  
p r o c e s s  t o  i d e n t i f y  u m p u r  i t  i e s  u n d e r  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e .
M e t h y 1 m e r c u r i c  s t a n d a r d  s o l u t i o n  u a s  s p o t t e d  o n  a  
r e v e r s e d - p h a s e  C 1 8  p l a t e  a n d  d e v e l o p e d  w i t h  a  m o b i l e  p h a s e  
u h i c h  u a s  a  m i x t u r e  o f  5 5 7 .  a c e t o n  i t r  i  1 e  , 4 3 1 . 0  N a B r  a q u e o u s  
s o l u t i o n  a n d  2 7  w a t e r .  D i t h i z o n e  i n  c a r b o n  t e t r a c h l o r i d e  u a s  
u s e d  a s  a  d e t e c t i o n  m e t h o d .  R e s u l t s  s h o u e d  m e r c u r i c  c h l o r i d e  
i m p u r i t y  p r e s e n t e d  i n  t h e  m e t h y 1 m e r c u r i c  s t a n d a r d .  T h e  
d e v e l o p e d  T . L . C .  p l a t e  u a s  s h o w n  i n  f i g r u e  £ 5 .
F i g u r e  £ 8  s h o w s  a  c h r o m a t o g r a m  o f  m e r c u r i c  c h l o r i d e ,  
m e t h y l m e r c u r i c  c h l o r i d e  a n d  e t h y l  m e r c u r i c  c h l o r i d e .
E t h y 1 m e r c u r i c  c h l o r i d e  u a s  v e r y  i n s o l u b l e  i n  w a t e r .  T h i s  
c h r o m a t o g r a m  u a s  c o l l e c t e d  f r o m  a  m i x t u r e  o f  a q u e o u s  m e r c u r i c  
c h l o r i d e  a n d  m e t h y l m e r c u r  i c  c h l o r i d e  s o l u t i o n  a n d  e t h a n o l i c  
e t h y 1 m e r c u r i c  c h l o r i d e  s o l u t i o n .  F i g u r e  £ 7  a n d  £ 8  s h o w  t h e  
c a l i b r a t i o n  c u r v e s  o f  m e r c u r i c  c h l o r i d e  a n d  m e t h y l m e r c u r  i c  
c h l o r i d e  r e s p e c t i v e l y  b y  i n j e c t i n g  s t a n d a r d s  i n t o  t h e  G . C . - A . A  
s y s t e m .
T h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e s e  t h r e e  m e r c u r y  c o m p o u n d s  u a s  r a p i d  
T a b l e  £  s h o w s  t h e  r e t e n t i o n  t i m e s  f o r  t h e s e  c o m p o u n d s .  T h e  
s e p a r a t i o n  t i m e  u a s  a b o u t  o n e  m i n i u t e  a n d  s i g n a l s  u e r e  
r e a s o n a b l y  s h a r p .  A l t h o u g h ,  a s  i n d i c a t e d  e a r l i e r ,  i t  u a s
TLC OF Me Hg Cl  STANDARD
FIGURE 25. TLC OF METHYLMERCURIC 
CHLORIDE SIANDARD
S ta t io n a r y  phase: KC18 re v e rse d -  
phase c o a t in g  
Mobile phase: 55% a c e t o n i t r i l e  and 
43% 1.0M NaBr aqueous s o lu t io n  
D etec t ion :  d i th iz o n e  /  CCl^ s o lu t io n
•HgCl2-
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FIGURE 26. CHROMATOGRAM OF MERCURIC CHLORIDE, METHYLMERCURIC
CHLORIDE AKD ETHY1KERCURIC CHLORIDE BY GC-AA
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FIGURE 28. CALIBRATION OF MeHgCl USING G.C.-A.A
C A L I B R A T I O N  OF
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< E t H g C l )
RETENTION
TIME ( s e c )  12  4 2  6 0
TABLE 2 .  RETENTION TIMES OF MERCURY COMPOUNDS U S I NG f t  
2 - F T  DEGS COLUMN
1 0 0
p o s s i b l e  t o  g a i n  a  b e t t e r  s e p a r a t i o n  u s i n g  a  l o n g e r  c o l u m n ,  t h e  
a u t h o r  d e c i d e d  t o  u s e  a  s h o r t e r  c o l u m n  t o  t a k e  t h e  a d v a n t a g e  o f
a n a l y s i s  s p e e d  a n d  p e a k  s h a r p n e s s .
T h i s  s e c t i o n  i l l u s t r a t e s  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  r e s o l u t i o n  
a b i l i t y  o-f t h e  G . C . - A . A .  s y s t e m  - for  v o l a t i l e  m e r c u r y  c o m p o u n d s .
A d e u t e r i u m  l a m p  h a s  b e e n  u s e d  t o  m o n i t o r  m o l e c u l a r  b a c K g o u n d s
* h o w e v e r ,  n o  b a c k g r o u n d  u a s  e v e n  - f o u n d .
e .  STUDY OF URINE AND P E S P I R A T I O N  BY G . C . - M . S .
One o-f t h e  b i g g e s t  l i m i t a t i o n s  o-f G . C . - A . A .  i s  i t s  
i n a b i l i t y  t o  e l u c i d a t e  s t r u c t u r e s  o-f c o m p o u n d s .  I d e n t i f i c a t i o n  
o f  a  c o m p o u n d  w i t h  G . C . - A . A .  i s  p u r e l y  b a s e d  o n  r e t e n t i o n  
t i m e s .  G . C . - M . S .  u a s  u s e d  t o  s u p p l y  i n f o r m a t i o n  t o  c o m p a r e  
w i t h  r e s u l t s  c o l l e c t e d  b y  G . C . - A . A .  s y s t e m .
T h i s  i d e a  u a s  n o t  s u c c e s s f u l  d u e  t o  s e v e r a l  r e a s o n s .
F i g u r e  2 9  a n d  3 0  s h o w  t h e  m a s s  s p e c t r a ,  o b t a i n e d  f r o m  a  H e u l e t t  
P a c k a r d  5 9 8 5  b e n c h  t o p  G . C . - M a s s  s p e c t r o m e t e r  f o r  m e r c u r i c  
c h l o r i d e  a n d  m e t h y 1 m e r c u r i c  c h l o r i d e  u i t h o u t  g o i n g  t h r o u g h  t h e  
G . C .  c o l u m n .  T h e  s a m e  G . C .  c o l u m n  ( DEGS c o l u m n )  u a s  
i n c o r p o r a t e d  w i t h  t h e  H P - 5 9 8 5  G . C . - M . S .  f o r  a n a l y z i n g  m e r c u r i c  
c h l o r i d e ,  m e t h y l  m e r c u r i c  c h l o r i d e  a n d  m i x t u r e  o f  t h e  t u o  
c o m p o u n d s ,  w i t h  s a m e  G . C .  p a r a m e t e r s .  H o w e v e r ,  n o  s a t i s f a c t o r y  
r e s u l t  c o u l d  b e  o b t a i n e d  d u e  t o  t h e  s e n s i t i v i t y ,  h i g h  c o l u m n  
b l e e d i n g  a n d  d i f f i c u l t y  i n  r e m o v i n g  w a t e r  f r o m  t h e  G . C . - M . S .  
i n t e r f a c i n g  a r e a  -  t h e  j e t  s e p a r a t o r .
T h e  G . C . - M . S .  h a d  d i f f i c u l t y  i n  d e t e c t i n g  t h o s e  c o m p o u n d s  
d u e  t o  i n s u f f i c i e n t  s e n s i t i v i t y .  H i g h  q u a n t i t i e s  o f  s a m p l e
1 0 1
Figure 29. Mass Spectrum of HgCi^
RRN 6064 7PECTRUM l l ?  RETENTION TIME 2 . 3
LAPG'T 4 :  2 7 1 . 9 . 1 0 6 . 0  2 0 1 . 9 .  9 1 . 7  1 9 9 . 9 .  7 1 . 5  2 6 9 . 9 .  6 7 . 6
LA'T 4 :  2 7 7 . 9 ,  1 . 6  2 7 9 . 0 ,  .2  2 8 0 . 1 ,  .1 2 8 0 . 9 ,  .2
PAGE 1 Y = 1 .0 6
'iwhitt  niiitiii mniin,nniinrm m (ii‘ini|im mini 
60 80 100 120




RRN 6064 3PECTRUK 119 RET. TIME .3
MPSS ABUNB MASS ABUNB MASS ABUNB HA22 ABUNB
35 22 .9 101 8 . 7 198 3 2 . 1 276 1 4 . 8
36 3 . 6 102 1 . 9 199 5 2 . 2 278 1 . 6'7 8 . 2 208 71 .5 279  .2
38 .9 165 .2 261 4 2 . 0 286 .1
46 1 .3 112 .2 281 .2
41 113 .2 202 91 .7 >PAUSE
43 • V 117 1 .6 204 1 9 . 5
44
118 1 . 3 233 2 . 7
55 0 119 .5 234 4 . 1




64 135 5 . 7 237 1 0 . 4
69 .3 136 7 . 6 238 1.1
76
71
,4 137 3 . 9 239 4 . 7
.4 138 1 .3 241 .6
72 .2
149 1 .6 266 .3
77 .2 150 .2 268 2 0 . 8
79 #c; 157 .2 269 36 .5
81 158 270 6 7 . 0
83 " 271 4 9 . 4
85 162
164 ! 3 272 1 0 0 . 0
95 167 .4 273 1 9 . 6
97 274 5 6 . 9
106 196 .5 275 2 . 6
Figure 30. Mass Spectrum of MeHgCl
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WOF » AREA '  F EC TRUM EPN 6005 PAGE 1 V = 1.60
LARGS 7 4 :  
L A S T  4 :
♦  4 2  *  4 2
2 5 2 . 0 . 1 0 0 . 0  
25*6.0 
42
2 4 5 . 9 .  7 9 . 7  
2 9 7 . 6 ,  1 .1
—r
6 5 . 5
2 . 6
2 0 2 . 0
2 9 8 . 0 3 0 0 . 0
- 5
40
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48 3 . 0
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50 1 .6













5 ♦ 42 + 42 ♦ 42 - 5  - 5 - 5
MASS ABUND MASS ABUND MASS ABUND
117 .4 215 5 3 . 9 277 .5
278 .9
118 .5 216 4 0 . 7 279 1 .7
124 .9 217 5 5 . 1 280 1 .4
125 1 .2 218 3 . 8 281 2 . 5
127 .9 219 1 2 .1 282 . i
283 1 .8
141 .5 233 9 . 9 285 .4
142 1 .7 234 1 6 . 7
235 2 5 . 3 292 1.1
149 1 .0 236 1 9 . 3 293 1 .4
237 3 8 . 1 294 2 . 7
196 .4 238 4 . 9 295 2 . 4
198 2 2 . 7 239 1 6 . 4 296 4 . 6
199 3 9 . 8 241 2 . 2 297 1 .1
200 51 .6 298 2 . 6
201 3 3 . 9 246 1 .5
247 1 .7 300 .7
202 6 5 . 5 248 3 0 . 7 >PAUSE
203 5 . 8 249 4 8 . 4
284 1 4 . 2 250 7 9 . 7
205 1 .4 251 5 3 . 4
210 1.1 252 1 0 0 . 0
211 3 . 8 253 1 3 . 9
212 9 . 6 254 4 6 . 4
213 31 .0 255
214 5 3 . 4 256 6 1 i
1 0 3
c o u l d  n o t  b e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  c o l u m n  d u e  t o  o v e r l o a d i n g .
S i n c e  a l l  t h o s e  c o m p o u n d s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  M a t e r  ,  t h e  u a t e r  
c o u l d  n o t  b e  r e m o v e d  - f r o m  t h e  i n t e r f a c i n g  j e t  s e p a r a t o r  a n d  t h e  
v a c u u m  s y s t e m  o f  t h e  G . C . - M . S .  h a d  d i f f i c u l t y  i n  ma  i n t a  i n  
e n o u g h  v a c u u m  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  u a t e r  v a p o r  i n  t h e  
s y s t e m .  T h e  G . C . - M . S .  u a s  m a l f u n c t i o n i n g  w h e n  r u n n  i n g  t h o s e  
c o m p o u n d s .  C o l u m n  b l e e d i n g  u a s  a n o t h e r  p r o b l e m .  F i g u r e  3 1  
s h o u s  t h e  m a s s  s p e c t r u m  f r o m  c o l u m n  b l e e d i n g  u i t h o u t  i n j e c t i n g  
a n y  s a m p l e .  F o r t u n a t e l y ,  t h e  a t o m i z e r  o f  t h e  G . C . - A . A .  s y s t e m  
u a s  a b l e  t o  d e c o m p o s e  t h e  b l e e d i n g  m a t e r i a l  f r o m  c o l u m n  a n d  
g a v e  s e l e c t i v e  d e t e c t i o n .
T h e  p o o r  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  G . C . - M S  s t u d y  s e r v e d  t o  
e m p h a s i z e  t h e  v a l u e  o f  t h e  G . C . - A . f t .  s y s t e m  u h  i c h  c a n  
a c c o m o d a t e  c o l u m n  b l e e d ,  o v e r l a p i n g  p e a K s  a n d  s t i l l  p r o v i d e
q u a n t i t a t i v e  d a t a  o n  t h e  m e r c u r y  c o m p o u n d .
f .  R E S U L T S  AND D I S C U S S I O N
U r i n e  a n d  s u e a t  s a m p l e s  M e r e  c o l l e c t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  
s a m p  1 e  c o l l e c t i o n  s e c t i o n .  T h e y  u e r e  a n a l y z e d  b y  u s i n g  d i r e c t  
i n j e c t i o n  u i t h o u t  s a m p  1 e  p r e t r e a t m e n t .  As  d i s c u s s e d
p r e v i o u s l y ,  t h e  q u a r t z  T  A . A .  u a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  t o t a l
m e r c u r y  c o n t e n t s  i n  s a m p l e s  c o l l e c t d .  G . C . - A . A .  u a s  u s e d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  m e r c u r y  f o r m  i n  t h o s e  s a m p l e s .  F i g u r e  3 2  s h o u s  
g a s  c h r o m a t o g r a m s  f o r  t y p i c a l  u r i n e s  a n d  s u e a t  s a m p l e s  s t u d i e d .
T h e  m e r c u r y  s p e c i e s  d e t e c t e d  i n  b o t h  t y p e s  o f  s a m p l e s  h a d  t h e  
s a m e  r e t e n t i o n  t i m e  a s  t h e  m e r c u r i c  c h l o r i d e  s t a n d a r d  a n d  n o  
o t h e r  m e r c u r y  f o r m  u a s  f o u n d  i n  t h o s e  s a m p l e s .  T h i s  i n d i c a t e s
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Figure 31. DEGS Column Bleeding by G.C.-MS
Fj?£L r | e : 8  SPECTRUM 79 RET. TIME = 2 . 6
MASS ABUND
36 *7
38 2 . 6
4G 1 0 0 . 0
41 4 . 1
42 3 . 3
43 1 2 . 2
44 24 .4
45 8 3 . 0
46 4 . 1
55 6 .3
56 4 . 1
57 4 .4
58 4 . 8
59 8 . 1
70
71 1:1
72 3 . 7
73 8 . 5
75 8 . 5
76 3 . 7
77 2 . 2
79 2 . 2
86 2 . 2
PRN 60 18  SP1
MASS ABUND
261 5 . 6
262 2 . 2
264 2 . 2
265 2 . 2
277 2 . 2
278 8 . 5
279 4 . 1
291 2 . 6
305 2 . 2
307 6 . 7
308 2 . 2
309 1 .9
319 2 . 6
321 3 . 3
322 3 . 3
323 2 . 6
334 2 . 6
335 6 . 3
337 2 . 2
351 1 2 . 2
352 3 . 3
MASS ABUND MASS ABUND MASS ABUND
87 1 2 . 6 134 2 . 6 191 4 . 4
88 4 . 8 135 2 . 2 192 2 . 2
89 2 7 . 0 145 7 . 0 201 7 . 8
90 2 . 6 146 5 . 9 202 7 . 8
91 2 . 2 147 8 . 9 203 8 . 1
93 2 . 2 148 7 . 8 204 2 3 . 7
100 2 . 2 149 4 . 4 205 6 . 7
101 4 . 4 158 2 . 6 215 2 . 2
102 2 . 2 159 4 o4
103 4 .4 216 3 . 7
160 3 . 7 217 8 . 5
104 3 . 3 161 4 . 1 218 1 5 . 9
105 2 . 2 162 3 . 3 219 2 8 . 9
106 2 . 6 163 3 . 0 220 7 . 4
109 2 . 2 173 4 . 1 221 3 . 3
115 2 . 2
117 2 . 6 174 3 . 7 230 2 . 2
175 5 . 2 231 4 . 1
118 3 . 3 176 2 . 2 232 2 . 6
119 3 . 3 185 2 . 2 233 1 0 . 7
120 2 . 6 186 2 . 6 234 3 . 3
121 3 . 0 187 3 . 3 235 4 . 1
131 6 . 3
188 4 . 4 245 3 . 0
132 4 . 4 189 9 . 6 246 2 . 6
133 7 . 8 190 4 . 8 24 7 3 . 3
<CONT>
79 RET. TIME = 2 . 6
MASS ABUND MASS ABUND
363 3 . 7 483 2 . 2
365 3 . 7 484 4 . 8
366 2 . 2
367 2 . 2 499 7 . 8  
>PAUSE
379 4 . 8
381 2 . 2
395 6 . 7
396 1 . 9
407 2 . 6
409 3 . 0
423 2 . 2
425 2 . 2
439 1 0 . 7
440 3 . 3
455 3 . 0
469 5 . 9
470 2 . 2
481 5 . 2
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t h a t  m e r c u r y  i s  e x c r e t e d  - f r o m u r i n e  a n d  s u e a t  p r e d o m i n a t e l y  a s  
i n o r g a n i c  m e r c u r y .
T a b l e  3  a n d  4  s h o u  r e s u l t s  - f o r  m e r c u r y  d e t e r m i n a t i o n  i n  
u r i n e  a n d  s u e a t  s a m p l e s  r e s p e c t i v e l y .  B o t h  t a b l e s  s h o u  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n o r g a n i c  m e r c u r y  d e t e r m i n e d  b y  G . C . - A . A .  a n d  
c o n c e n t r a t  i o n s  o f  t o t a l  m e r c u r y  d e t e r m i n e d  b y  q u a r t z  T  A . A .  f o r  
d i f f e r e n t  s a m p  1 e s  .
A l t h o u g h  t h e r e  u a s  n o  r e l a t i o n s h i p  a m o n g  t h o s e  s a m p l e s ,  
s o m e  c o n c l u s i o n  c a n  s t i l l  b e  m a d e  f r o m  t h e s e  l i m i t e d  q u a n t i t y  
o f  d a t a . I n o r g a n  i c  m e r c u r y  w i t h  t h e  s a m e  r e t e n t  i o n  t i m e  a s  
m e r c u r i c  c h l o r i d e  u a s  t h e  m a j o r  c h e m i c a l  f o r m  f o r  m e r c u r y  a m o n g  
t h o s e  s a m p l e s .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  d i f f e r e n c e s  b e t u e e n  t h e  
r e s u l t s  f r o m  G . C . - A . A .  a n d  t h o s e  f r o m  q u a r t z  T  A . A .  i n d  i c a t e d  
t h e r e  u e r e  n o n v o l a t i l e  m e r c u r y  s p e c i e s  n o t  d e t e c t e d  b y  t h i s  
m e t h o d .  T h e  m e r c u r y  c o n c e n t r a t  i o n  i n  u r i n e  u a s  h i g h e r  t h a n  
t h a t  i n  t h e  s u e a t .  H o w e v e r ,  s u e a t  s h o u l d  s t i l l  b e  c o n s i d e r e d  
a s  a  m a j o r  r o u t e  o f  e x c r e t i n g  m e r c u r y  f r o m  h u m a n  b o d i e s  s i n c e  
l a r g e  q u a n t i t y  o f  s u e a t  u a s  e x c r e t e d  d a i l y  ( 1 2 8 ) .
T h e  a u t h o r  d i d  n o t  t r y  t o  c o r e l a t e  t h e  d a t a  w i t h  o t h e r  
f a c t o r s  s u c h  a s  d i e t ,  a g e  a n d  d a i l y  a c t i v i t y  u h i c h  m i g h t  a f f e c t  
t h e  m e r c u r y  l e v e l s  i n  t h o s e  s a m p  1 e . A m o r e  s y s t e m a t i c  s t u d y  
u s i n g  t h i s  m e t h o d  u i t h  l a r g e r  n u m b e r  o f  s a m p  1 e  u i l l  s u p p l y  m o r e  
i n f o r m a t i o n .  H o u e v e r  , s a m p l e s  c o l l e c t e d  o n  t h e  s a m e  d a y  f r o m  
t u o  s t u d i e d  s u b j e c t s  u e r e  a n a l y z e d .
T a b l e  5  s h o u s  t h e  m e r c u r y  l e v e l s  i n  b o t h  u r i n e  a n d  s u e a t  
c o l l e c t e d  a t  s e v e n  d i f f e r e n t  d a y  o v e r  a  m o n t h  p e r i o d  f r o m  t h e
%ABS
4 0 . 0
30.0
20.0





Column: 2-ft DEGS 5% on
Chromosorb W. AW. 80- 
100 Mesh 
Carrier Gas: Ar (70 ml/min) 













>  ̂ vjV "  ” , h 1 s. /
TIME
Inj. Inj. . Inj. Inj. Inj. Inj, Inj. Inj.
Figure 32. Gas Chromatograms of Urine and Sweat By G.C.- A.A.
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U R I N E  AL I Q U O T  #  p p m  I NORGANI C MERCURY p p m  TOTAL MERCURY
1 1 . S 0  £ . 5 0
£ 1.00 £.00
3 £ . £ 0  3 . 0 0
4  0 . 0 0  1 . 3 0
5  3 . 3 0  3 . 3 0
6  0 . 5 0  1 . £ 0
7  £ . 3 0  3 . £ 0
8  0 . 3 0  1 . 5 0
3  3 . 1 0  3 . 7 0
10  0 . 3 0  0 . 3 0
11 1 . 3 0  £ . 3 0
1 £  1 .£0 £.00
13  0 . 3 0  1 . 5 0
14 £ . 5 0  3 . 4 0
15 0 . 0 0  1 . 0 0
TABLE 3  MERCURY CONTENTS I N U R I NE  SAMPLES
I n o r g a n i c  m e r c u r y  d e t e r m i n e d  b y  G . C . - A . A .  
T o t a l  m e r c u r y  d e t e r m i n e d  b y  Q u a r t z  T  A . A .
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S UE AT  AL I QUOT  #  p p m  I NORGANI C MERCURY p p m  TOTAL MERCURY
1 0 . 2 0 0 . 4 0
2 0 . 0 0 0 . 2 0
3 0 . 5 0 0 . S 0
4 0 . 4 0 0 . S 0
5 0 . S 0 0 . 8 0
6 0 . 2 0 0 . 5 0
7 0 .  10 0 . 3 0
S 0 . 5 0 0 . 7 0
3 0 . S 0 1 . 0 0
10 0 . 3 0 0 . 5 0
TABLE 4  I^ERCURY CONTENTS I N S UEAT SAMPLES
I n o r g a n  i c  m e r c u r y  d e t e r m i n e d  b y  G . C . - A . A .  
T o t a l  m e r c u r y  d e t e r m i n e d  b y  Q u a r t z  T  A . A .
109
TABLE 5
MERCURY L E V E L S  I N U R I NE  AND SUEAT FROM TUO D I F F E R E N T
S U B J E C T S
DATE URI NE  
( p p m  Hg >
I NORG. TOTAL 
S U B J E C T  1
S UEAT 
( p p r n  Hg >
I NORG. TOTAL
1 1 / 7 / 8 3  2 . 0
1 1 / 9 / 8 3  1 . 4
1 1 / 1 1 / 8 3  0 . 8
1 1 / 1 4 / 8 3  1 . 8
1 1 / 1 8 / 8 3  0 . 9
1 1 / 1 8 / 8 3  0 . 5
1 1 / 2 1 / 8 3  1 . 8
3 . 0
2.0  
1 . 5  
2.8  




0 . 3  
0.0  
0.6 




0 . 8  
0 . 3  
1 .0 
0 . 3  
0.2  
0 . 8
1 1 Z 7 / 8 3  1 . 2
1 1 / 9 / 8 3  0 . 5
1 1 / 1 1 / 8 3  0 . 7
1 1 / 1 4 / 8 3  0 . 4
1 1 / 1 8 / 8 3  0 . 0
1 1 / 1 8 / 8 3  0 . 3
1 1 / 2 1 / 8 3  2 . 5
S U B J E C T  2  
2 . 5
0 . 9  




















t w o  s u b j e c t s .  W i d e  - f l u c t u a t i o n s  e x i s t e d  a m o n g  t h o s e  s a m p l e s ,  
f o r  t h e  s a m e  p e r s o n  o n  d i f f e r e n t  d a y s  a n d  t h e r e  s e e m e d  t o  b e  n o  
c o r r e l a t i o n  o f  m e r c u r y  l e v e l  b e t w e e n  t h e  u r i n e  a n d  t h e  s w e a t  
s  amp 1 e s  .
g .  R E L I A B I L I T Y  OF DATA
B a s e d  o n  r e p e t i t i v e  a n a l y s e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( ( J*) 
o f  t h e  p r o c e d u r e  f o r  m e a s u r i n g  t h e  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  w a s  0 . 0 2  
ppr n  a t  0 . 5 0  p p m  l e v e l ,  o r  2  Cf' - 0 . 0 4  p p m  w i t h  3 5 ^  c o n f i d e n c e .
F o r  u r i n e  s a m p l e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( &  } w a s  0 . 0 0 5
p p m  a t  t h e  0 . 0 S  p p m  l e v e l ,  o r  £  O' = 0 . 0 1  p p m  w i t h  9 5 X  
c o n f  i d e n c e  .
F o r  s w e a t  s a m p l e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  < 6" > u a s  0 . 0 1  p p m
a t  t h e  0 . 2 G  p p m  l e v e l  , o r  £  < r =  0 . 0 2  p p m  w i t h  35>-: c o n f i d e n c e .
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I V .  SUMMARY A m  CONCL US I ON
A a n a l y t i c a l  m e t h o d  b a s e d  o n  a n  i n t e r f a c e d  G . C . - A . A .  
s y s t e m  w a s  d e v e l o p e d  t o  s p e c i a t e  m e r c u r y  i n  u r i n e  a n d  s w e a t  
s  a  mp 1 e s  . Th i s  me t  h o d e n j o y e d  s e v e r a l  a d v a n t a g e s  5
I .  S E N S I T I V I T Y
T h e  s e n s  i t  i v  i t y  f  o r  m e r c u r y  b y  A . A . i s  r e l a t i v e l y  p o o r  
c o mp a r e d  t o  o t h e r  e 1 e me n t  s . Th e i rnp r  o v e d d e s i g n  o f  t h e  
a t o m i z e r  i n  G . C . - A . A .  o f f e r e d  m a r g i n a l l y  b e t t e r  s e n s i t i v i t y .  
T h e  m a j o r  r e a s o n  i s  d u e  t o  t h e  i m p r o v e d  i n t e r f a c e  w i t h  e x t e n d  
v e r t i c a l  p i e c e .  A l o n g e r  v e r t i c a l  p i e c e  g a v e  a  b e t t e r  
a t o m i z a t i o n  s i n c e  t h e  v e r t i c a l  p i e c e  o f  t h e  c a r b o n  T  i s  
a c t u a l l y  r e s p o n s i b l e  f o r  m o s t  o f  t h e  d e c o m p o s i t i o n  a n d  
a t o m i z a t i o n  p r o c e s s e s .  On e  o t h e r  r e a s o n  w a s  t h e  r e l a t i v e l y  
h i g h  t e m p e r a t u r e  m a i n t a i n e d  i n  t h e  w h o l e  G . C . - A . A . s y s t e m  w h i c h  
m i n i m i z e d  a n y  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  a d s o r p t i o n  o f  t h e  s a m p l e .  
T h e  w h o l e  s y s t e m  w a s  s e a l e d  t i g h t l y  a n d  t h e  a t o m i z e r  i s  t h e  
o n l y  e x i t  f o r  t h e  s a m p l e .  S a m p l e  l o s s  w a s  m i n i m u m .  A b e t t e r  
s e n s i t i v i t y  r e q u i r e d  n o  s a m p l e  p r e c o n c e n t r a t  i o n .
E .  ANALYTI CAL S P E E D
Du e  t o  t h e  e f f i c i e n c y  o f  t h e  G . C .  c o l u m n ,  t h e  s a m p l e  c o u l d  
b e  a n a l y z e d  w i t h i n  a b o u t  t e n  m i n u t e s  a f t e r  c o l l e c t i o n  w i t h  
l i t t l e  p r e t r e a t m e n t . T h i s  g r e a t l y  r e d u c e d  e r r o r  d u e  t o  s a m p l e  
l o s s  o r  c o n t a m i n a t i o n  a n d  g a v e  m o r e  r e l i a b l e  r e s u l t s  a n d  
d e c r e a s e  t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  ana .  l y s i s .  D i r e c t  a n a l y s i s  w i t h  
m i n i m a l  s a m p l e  h a n d l i n g  a n d  p r e t r e a t m e n t  i s  o n e  o f  t h e  g o a l s  o f  
t r a c e  e l e m e n t  a n a l y s i s .
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3 ,  S E L E C T I V I T Y
U s i n g  A . A .  a s  a  d e t e c t o r  c o u p l e d  w i t h  a  c h r o m a t o g r a p h i c  
t e c h n i q u e  - f o r  a n a l y z i n g  m e t a l  s p e c i e s  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  
a v o i d e d  o t h e r  i n t e r f e r e n c e s  p r e s e n t  i n  t h e  s a m p  1 e s . T h e  
d e s i g n e d  a t o m i z e r  o f f e r e d  t h e  a d v a n t a g e  o f  d e c o m p o s i n g  t h e  
s a m p l e  b e f o r e  d e t e c t i o n  o f  t h e  i n t e r e s t e d  m e t a l  u a s  m a d e .  T h i s  
f u r t h e r  a d v o  i d e d  t h e  i n t e r f e r e n c e s  . T h e  c h r o m a t o g r a m  o b t a i n e d  
w e r e  m u c h  s i m p l e r  t h a n  t h o s e  f r o m  c o m m o n  n o n s e l e c t i v e  G . C .  
d e t e c t o r s .  T h i s  a l s o  m i n i m i z e d  s o m e  o f  t h e  s a m p l e  p r e t r e a t m e n t  
u o r - K ,  s u c h  a s  e x t r a c t i o n ,  t o  m o v e  i n t e r f  e r e n c e s .
4 .  S I MULTANEOUS DE T E R MI N A T I O N  OF BOTH ORGANI C AMD 
I NORGANI C MERCURY
Ma n y  m e r c u r y  c o m p o u n d s  a r e  v o l a t i l e .  N e v e r t h e l e s s ,  f e u  
G . C .  d e t e c t o r s  c a n  b e  u s e d  t o  a n a l y z e  b o t h  o r g a n i c  a n d  
i n o r g a n i c  m e r c u r y  a t  s a m e  t h e  t i m e .  M a s s  s p e c t r o m e t e r  a n d  
f l a m e  i o n i z a t i o n  d e t e c t o r  u e r e  u s e d  u n s u c c e s s f u 1 1 y i n  t h i s  
s t u d y .  M o s t  o t h e r  d e t e c t o r s  r e q u i r e  i s o l a t i o n  o f  s p e c i f i c  
c h e m i c a l  f o r m  o r  t r a n s f o r m a t i o n  i n t o  a  c e r t a i n  c h e m i c a l  f o r m  
b e f o r e  t h e  f i n a l  d e f e c t i o n .  T h i s  t e c h n i q u e  o f f e r e d  a  r a p i d  a n d  
r e l i a b l e  m e a n s  t o  d e t e r m i n e  b o t h  v o l a t i l e  o r g a n i c  a n d  i n o r g a n i c  
m e r c u r y  s i m u l t a n e o u s l y .
T h e  m a j o r  d i s a d v a n t a g e  u s i n g  t h i s  m e t h o d  f o r  m e r c u r y  
s p e c i a t i o n  i s  t h e  p o i s o n i n g  o f  t h e  G . C .  c o l u m n s .  D i r e c t  
i n j e c t i o n  o f  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  i n t o  t h e  G . C .  c o l u m n  d o e s  
p o i s o n  t h e  c o l u m n .  T h i s  g r e a t l y  r e d u c e d  t h e  c o l u m n  l i f e  t i m e .
T h e  c o l u m n  u a s  r e - p a c K e d  u h e n e v e r  t h e  r e s u l t  u a s  n o t
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r e p r o d u c  i b 1 e .
S i n c e  G . C .  i s  a  g o o d  s e p a r a t i o n  m e t h o d  o n l y  f o r  v o l a t i l e  
c o m p o u n d s ,  n o n v o l a t i l e  m e c u r y  s p e c i e s  c a n  n o t  b e  a n a l y z e d  u i t h  
t h i s  m e t h o d .  I n t e r f a c i n g  a  H . P . L . C .  u n i t  u i t h  a  A . f t .  s y s t e m  
s h o u l d  b e  a  g o o d  c o m p l e m e n t a r y  m e t h o d  f o r  m e t a l  s p e c i a t i o n  
s t u d i e s .
P A R T  B
I NT E R F AC I NG H . P . L . C .  AND A . A .  FOR METAL S P E C I A T I O N  S T U D I E S
I . CHAPTER 1 - I NTRODUCTI ON
A.  FLAME A . A .  P R O C E S S E S
T h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  a t o m i z e r  i s  t h e  - f l a m e ,  b a s e d  u p o n  
t h e  c o m b i n a t i o n  o-f a  - f u e l  g a s  w i t h  a n  o x i d a n t .  T h e  s a m p l e  
s o l u t i o n  i s  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  - f ame u s i n g  a  n e b u l i z a t i o n  
s y s t e m  w h i c h  p r o d u c e s  a n  a e r o s o l  o-f s a m p  1 e . A -f 1 a me  i s  
c h a r a c t e r  i z e d  b y  t h e  g a s e s  i n v o l v e d ,  t h e  t e m p e r a t u r e ,  t h e  - f o r m 
i n  w h i c h  t h e  g a s e s  a r e  m i x e d ,  t h e  - f l o w o-f t h e  g a s e s  a n d  a l s o  b y  
i t s  s h a p e  a n d  s i z e .  A l l  t h e s e  a s p e c t s  p l a y  e s s e n t i a l  r o l e s  i n  
- f l a m e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  p r o c e s s e s .
T h e  h e i g h t  o-f t h e  - f l a m e  i s  v e r y  c r i t i c a l .  T h e  - f l a m e  i s  
n o t  u n i - f o r m  a l o n g  i t s  - f u l l  h e i g h t .  As  i t  r i s e s  - f r o m t h e  b u r n e r  
s l o t ,  t h e  - f l a m e  v a r i e s  i n  s h a p e ,  t e m p e r a t u r e  a n d  c o m p o s i t i o n  
< 1 0 8 ? .  F r o m  c o n s i d e r i n g  t h e  p r o c e s s e s  w h i c h  o c c u r  i n  t h e  - f l a m e  
a f t e r  a  s a m p l e  i s  i n t r o d u c e d  < e v a p o r a t i o n  o f  d r o p l e t s ,  d r y  i n g  
t h e  s o l i d  r e s i d u e ,  d e c o  mp o s  i t  i o n  o f  t h e  r e s i d u e  t o  f r e e  a t o  rris , 
a n d  s u b s e q u e n t  r e c o m b i n a t i o n  o r  i o n i z a t i o n  o f  a t o m s  t o  f o r m  
o t h e r  p r o d u c t s  ? ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  l i f e  o f  t h e  f r e e  a t o m s  
w i l l  b e  l i m i t e d  a n d  t h e i r  g r e a t e s t  c o n c e n t r a t i o n  w i l l  b e  f o u n d  
a t  a  c e r t a i n  h e i g h t  o f  t h e  f  1 arne .
I n  n o r m a l  f l a m e  A . A .  o p e r a t i o n ,  a n  o p t i m u m  z o n e  i n  t h e  
f l a m e  m u s t  b e  f o u n d ,  w h i c h  p r o d u c e s  t h e  g r e a t e s t  a b s o r p t i o n  
e f f e c t  a n d  t h u s  t h e  g r e a t e s t  s e n s i t i v i t y .  I f  t h e  a t o m i c
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a b s o r p t i o n  i s  me a s u r e d  a t  d i f - f e r e n t  h e i g h t s  i n  t h e  f  1 ant e ,  i t  
i s  - f o u n d  t o  v a r y  c o n s i d e r a b l y .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  h e i g h t  
i n  t h e  f l a m e  a n d  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s i g n a l  i s  c a l l e d  t h e  f  1 arne 
p r o f i l e .  As a n  e x a m p l e ,  f l a m e  p r o f i l e s  f o r  l e a d  a n d  c h r o m i u m  
a r e  s h o w n  i n  f i g u r e  3 3  a l o n g  w i t h  f l a m e  p r o c e s s e s  w h i c h  w i l l  b e  
d i s c u s s e d  l a t e r .  N e v e r t h e l e s s ,  i n  m a n y  i n s t r u m e n t s  t h e  b e a m  
c r o s s e s  t h e  f 1 a  me o n 1 y a  f  e w m i 11 i me t e r  a b o v e  t h e  t o p  o f  t h e  
b u r n e r .  D i f f e r e n t  m e t a l s  h a v e  d i f f e r e n t  f l a m e  p r o f i l e s .  F o r  
o p t i m u m  s e n s i t i v i t y ,  a  s t u d y  o n  f l a m e  p r o f i l e  i s  n e c e s s a r y  t o  
f i n d  t h e  o b s e r v a t i o n  h e i g h t  i n t h e  f l a m e .
V a r i a t i o n  i n  t h e  r a t i o  o f  f u e l  t o  o x i d a n t  i n  t h e  f l a m e  
w i l l  a f f e c t  t h e  a t o m i z a t i o n  p r o c e s s e s  i n  t h e  f l a m e .  Wh e n  
e x c e s s  o x  i d a n t s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  f 1 a r n e , m e t a  1 o x i d e s  f o r m  
m o r e  r e p  i d l y ,  i . e . ,  t h e  h i g h e r  r a t e  o f  l o s s  o f  f r e e  a t o m s .
W i t h  e x c e s s  f u e l  i n  t h e  f l a m e ,  t h e  f l a m e  t e m p e r a t u r e  d r o p s  a n d  
a t o m s  d o n ' t  f o r m  s o  f a s t .  T h e  a v a i l a b l e  e n e r g y  f o r  a t o m i z a t i o n  
i s  l e s s  t h a n  i n  a  s t o i c h i o m e t r i c  f l a m e .  T h i s  a l s o  a f f e c t s  t h e  
n u m b e r  o f  - F r e e  a t o m s  p r o d u c e d .  S o ,  t h e  o x i d a n t - f u e l  r a t i o  
d i r e c t l y  a f f e c t s  t h e  f l a m e  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  l i f e t i m e  o f  
n e u t r a l  a t o m s  i n  t h e  f l a m e .  F o r  r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  t h e  r a t i o  
o f  o x i d a  n t  t o  f u e l  i n  t h e  f 1 a  me mu s  t  b e  K e p t  c o n s t a n t .
C h a n g e s  i n  o x i d a n t  g a s  f l o w  w i l l  a l s o  p r o d u c e  d i f f e r e n c e s  
i n  s a m p  1 e s o  l u t  i o n  i n t  a K e  f  o r  m o s t  c o m m e r c i a l  net> u 1 i z  a t  i o n 
s y s t e m s .  C h a n g e s  i n  f u e l  g a s  f l o w  s h o u l d  n o t  n o t a b l y  a f f e c t  
t h e  s a m p l e  i n t a k e  e v e n  t h a t  t h e y  d o  d r a s t i c a l l y  c h a n g e  t h e  
f l a m e  c o n d i t i o n s .  Wh e n  u s i n g  f l a m e  a s  a n  a t o m i z a t i o n  m e a n s ,
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Figure 33. Flame A.A. Processes and Flame Profiles
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a t t e n t i o n  s h o u l d  h e  p a i d  t o  g a s  r e g u l a t i o n  d u r i n g  o p e r a t i o n .
F o r  m o s t  m e t a l s  t h e s e  r a t i o s  h a v e  b e e n  w o r k e d  o u t  a n d  a r e  
p u b l i s h e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e .  R e c o m m e n d e d  f l o w  r a t e s  a r e  a l s o  
s u g g e s t e d  b y b u r  n e r ma  n u f  a  c t  u r  e r s .
F 1 anv.  t  e mp  e r  a t  u r  e i s  a n  o t h e  r  i mpo r  t  a n  t  f a c t  o r  c o n t r o l l  i n s  
t h e  e f f i c i e n c y  o f  f 1 a me  a t  o m i z a t  i o n . Of  c o u r e s  , t h e  h u  1 1 e r  t h e  
f l a m e ,  t h e  m o r e  e f f i c i e n t  i t  w i l l  b e  i n  r e d u c i n g  t h e  s a m p l e  t o  
f r e e  a t o m s  s- i n c e  t h e  t r a n s f o r m a t  i o n  f r o m  a  s a m p l e  a e r e s o l  t o  
f r e e  l ie u t  r  a  1 a t  o ms. i s  a  c h i e v e d b y a  b s  o r  b i n s  e n e r g y f  r  o m f 1 a  me .
T h e  o t h e r  a d v a n t a g e  o f  h i g h  t e m p e r a t u ,  e f l a m e s  i s  t h e  
r  e mo  v a 1 o f  c h e m i c a l  i n  t  e r  f  e r  e n c e s  . S i n c e  t h e  p r  o d u c t i o n  o f  
f r e e  a t o m s  i n v o l v e s  t h e  1 i b e " a t  i o n  o f  J t ; o s e  a t o m s  f r o m  a  s a l t  
r e s  i d u e , t h i s -  i n  v o 1 v c s  b r  e a  K ; n g t h e  c h e m i c a l  b o n d t h r o u g h  u h  i c  h 
t h e  s a m p l e  e l e m e n t  i s  a t t a c h e d  t o  e i t h e r  a n  i n o r g a n i c  s a l t  o r  
a n  r , ' g a n  i c  a d d e n d .  ft h i g h  t e m p e r a t u r e  i s  m o r e  e f f e c t i v e  i n  
b r e a k i n g  t h o s e  c h e m i c a l  b o n d s  a n d  l e s s  s u b j e c t e d  t o  c h e m i c a l  
i n t a r f e r e n c e  s .
Th e mo s. t  c o mmo n 1 y u s e d  f  1 a  me s a  r  e p r  e m i x e d a i r  - a c e t  y 1 e n e 
f 1 a  me a n d  n i t  r  o u  s o x i  d e - a c e t y l e n e  f 1 a  m e . M e t a l s  s u c h  a s  
mo 1 y b d e n u r n  , t  i n  , a n d  s o me  a l k a l i n e  e a r  t h s  a r e  o n l y  p a r t  i a l  1 y 
a t  o m i z e d i n  a. * r1 — a c  e t  y 1 e  ri e f  1 arrie . Th e r  a. r  e e a r  1 1. s  a n  d 
r  e f  i- a c t  o r  y e 1 e me n t  s  i n c l u d i n g  s i l i c o n ,  a  1 u m i n  u m , a n d  v a n  a d  i um 
a r e  n o t  a p p r e c i a b l y  a t o m i z e d  a t  a l l  i n  a i r - a c e t y 1 e n e  f l a m e .
T h e y  a r e  b e t t e r  a t o m i z e d  i n  n i t r o u s  o x i d e - a c e t y 1 e n e  f l a m e .
T h e  f l a m e  t e m p e r a t u r e  c a n  b e  c h a n g e d  b y  c h a n g i n g  t h e  f l a m e  
f u e l - o x  i d a n t  mi  x t u r e . D i f  f  e r  e n t  t y p e s  o f  f 1 a  me m i x t u r e  w i l l
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g i v e  d i f f e r e n t  m a x i m u m  t e m p e r a t u r e s .  ft p r e m i x e d  n i t r o u s  
o x i d e - a c e t y 1 e n e  f l a m e  i s  a b l e  t o  r e a c h  a  p e a K  t e m p e r a t u r e  a b o u t  
2900° c w h i c h  i s  w i d e l y  u s e d  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  r e f r a c t o r y  
e l e m e n t s  < 1 3 7  ) < 1 3 8 ) .  f t c e t y l e n e  o x y g e n  f l a m e  u a s  r e p o r t e d  t o  
a c h i e v e  a  t e m p e r a t u r e  o v e r  3 0 0 0 °  C < 1 3 7 ) .
T h e  d i s a d v a n t a g e  i n  u s i n g  a  h i g h  t e m p e r a t u r e  f l a m e  i s  t h e  
m a r k e d  i n c r e a s e  i n  i o n i z a t i o n  o f  ma n y  m e t a l s  < 1 3 8 ) .  T h i s  c a n  
b e  o v e r c o m e  b y  a d d i n g  a n  e a s i l y  i o n i z e d  m e t a l  s u c h  a s  s o d i u m  o r  
p o t a s s i u m  t o  s u p r e s s  t h e  i o n i z a t i o n .
F l a m e  p a t h  l e n g t h  i s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  d i m e n s i o n  i n  t h e  
f l a r r v e .  T h e  f a r t h e r  t h e  b e a m  t r a v e l s  a c r o s s  t h e  f l a m e ,  t h e  m o r e  
f a v o r a b l e  t o  t h e  a b s o r p t i o n  a n d  s e n s i t i v i t y .
In  f t . f t .  s p e c t r o s c o p y  ,  t h e  a m o u n t  o f  l i g h t  a b s o r b e d  b y  f r e e  
a t o m s  i s  e x p r e s s e d  a s :
w h e r e
Kv d v  i s  t h e  t o t a l  a b s o r p t i o n  b y  f r e e  a t o m s  a t  f r e q u e n c y  v 
e  i s  t h e  c h a r g e  o f  t h e  e l e c t r o n
m i s  t h e  m a s s  o f  t h e  e l e c t r o n
c  i s  t h e  v e l o c i t y  o f  l i g h t
f  i s  t h e  o s c i l l a t o r  s t r e n g t h  o f  t h e a b s o r b e d  l i n e
N i s  t h e  n u m b e r  o f  f r e e  a t o m s  t h a t  c a n  a b s o r b  a t  f r e q u e n c y
T o t a l  a b s o r p t i o n
v
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T h e  o s c i l l a t o r  s t r e n g t h  c a n  b e  - f u r t h e r  e x p r e s s e d  a s !
^  , 
f  = F 1 7  2
w h e r e
i s  t h e  w a v e l e n g t h  o-f t h e  l i n e  
A g 1 i s  t h e  E i n s t e i n ' s  c o e f  f  i c  i e n t  o-f s p o n t a n e o u s  e m i s s i o n
g j  a n d  g g  a r e  t h e  s t a t i s t i c a l  w e i g h t s  o-f a t o m s  i n  e x c i t e d  
s t a t e  > a n d  g r o u n d  s t a t e  < g g  )
I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  f ,  t h e  o s c i l l a t o r  s t r e n g t h ,  i s  a  c o n s t a n t  
f o r  a  p a r t i c u l a r  r e s o n a n c e  l i n e  f o r  t h a t  e l e m e n t .
T h e r e f o r e  f o r  a  g i v e n  s e t  o f  f l a m e  c o n d i t i o n s  a n d  f o r  a  
p a r t i c u l a r  e l e m e n t ,  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  l i g h t  a b s o r b e d  i s  e q u a l  
t o  a  s e t  o f  c o n s t a n t s  t i m e s  t h e  n u m b e r  o f  f r e e  a t o m s  i n  t h e  
l i g h t  p a t h  t h a t  a r e  a b l e  t o  a b s o r b .  T h e  s e n s i t i v i t y  i s  t h u s  
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  e f f e c i v e  l e n g t h  o f  t h e  f l a m e .  I f  t h e  s p a c e  
o c c u p i e d  b y  t h e  a t o m s  h a s  a  c r o s s - s e c t  i o n  g r e a t e r  t h a n  t h e  
b e a m ,  a n d  i f  t h e  d e n s i t y  r e m a i n s  c o n s t a n t  i n  t h e  c r o s s - s e c t  i o n , 
t h e  a b s o r b a n c e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l e n g t h  o f  t h e  a t o m - f i l l e d  
s p a c e ,  i . e . ,  t o  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a t o m s  a n d  
t h e  o p t i c a l  p a t h  l e n g t h  a c c o r d i n g  t o  t h e  B e e r ' s  l a w .  T h e  w i d t h  
i s  a n o t h e r  i m p o r t a n t  d i m e n s i o n .  T h e  c o n c e n t r a t  i o n  o f  a t o m s  i n  
t h e  f l a m e  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  h o r i z o n t a l  c r o s s  
s e c t i o n  o f  t h e  f l a m e .  A r e d u c t i o n  i n  t h i s  s e c t i o n  c a n  b e  
a c h i e v e d  b y  r e d u c i n g  t h e  p r a c t i c a l  w i d t h  o f  t h e  f l a m e .  T h e
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l i g h t  b e a m  - f r o m - t he  s o u r c e  s h o u l d  s u f f i c i e n t l y  c o v e r  t h e  u i d t h  
o f  t h e  f 1 a m e .
Wh e n  a  s o l u t  i o n  i s  i n t r o d u c e d  i n t o  a  f l a m e  i n  t h e  f o r m  o f
a n  a e r o s e l ,  a  s e r i e s  o f  p h y s i c a l  a n d  c h e m i c a l  r e a c t i o n s  o c c u r s ,  
l e a d i n g  t o  a t o m i z a t i o n .  F i g u r e  3 1  s h o u s  t h e s e  t y p i c a l  f l a m e  
p r o c e s s e s .  I n  p a r t i c u l a r ,  t h e s e  p r o c e s s e s  i n v o l v e  f u s i o n ,  
v o l a t i l i z a t i o n ,  d i s s o c i a t i o n  o r  d e c o m p o s i t i o n ,  r e s u l t i n g  i n  t h e  
f o r m a t i o n  o f  f r e e  a t o m s  a n d  t h e i r  e x c i t a t i o n  a n d  r e c o m b i n a t i o n ,  
e s p e c i a l l y  u i t h  t h e  c o m b u s t i o n  p r o d u c t s .
T h e  n e b u 1 i z a t  i o n  s y s t e m  i n  f 1 a me  A . A .  i s  r e s p o n s i b l e  i n  
p r o d u c i n g  t h e  1 i q u  i d - g a s  a e r o s o l .  T h e  s o l v e n t  o f  t h e  s a m p  1 e  
s o l u t i o n  i s  t h e n  r e m o v e d  i n  t h e  d e s o l v a t i o n  s t e p  i n  t h e  f l a m e  
u i t h  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  s o l i d - g a s  a e r o s o l .  A f t e r  t h e  f u s i o n  
s t e p  a  l i q u i d - g a s  a e r o s o l  i s  p r o d u c e d  d u e  t o  t h e  f u s i o n  o f  t h e  
s o l i d  s a l t  r e s i d u e .  T h e  l i q u i d i f i e d  s o l i d  s a l t  v a p o r i z e s  d u e  
t o  t h e  f l a m e  e n e r g y  t o  p r o d u c e  a  v a p o r  f r o m  t h e  i n i t i a l  s o l i d  
r e s i d u e .  I t  i s  s l s o  p o s s i b l e  t o  g e n e r a t e  v a p o r  f o r m  o f  t h e  
s o l i d  r e s i d u e  u i t h o u t  g o i n g  t h r o u g h  t h e  f u s i o n  s t e p ,  i . e . ,  
t h r o u g h  s u b l i m a t i o n .  T h e  v a p o r  f o r m  g e n e r a t e s  m o l e c u l e s  u h  i c h  
t h e n  d e c o m p o s e d  a n d  d i s s o c i a t e d  i n t o  t h e  f r e e  a t o m s .  T h e  f r e e  
a t o m s  p r o d u c e d  a r e  r e s p o n s i b l e  t o  g i v e  A . A .  s i g n a l s .  E x c e s s  
f l a m e  e n e r g y  w i l l  c a u s e  t h e  e x c i t a t i o n  a n d  i o n i z a t i o n  o f  t h e  
p r o d u c e d  f r e e  a t o m s  u h i c h  d e c r e a s e  t h e  f l a m e  A . A .  s e n s i t i v i t y .
I n  t h e  f l a m e .  r e a c t i o n s  b e t u e e n  t h e  s t u d i e d  m e t a l  a n d  t h e  
f l a m e  c o n s t i t u e n t s  a r e  a l s o  l i k e l y .  R e a c t i o n  o f  t h e  m a t a l  w i t h  
t h e  o x i d a n t  w i l l  p r o d u c e  t h e  m e t a l  o x i d e .  M e t a l  o x i d e  ma y  a l s o
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b e  p r o d u c e d  - f r o m  • t h e  i n t e r a c t i o n  o-f m e t a l  u i t h  h y d r o x y l  
r a d i c a l s  a n d  u a t e r  p r o d u c e d  i n  t h e  f l a m e  c o m b u s t i o n  p r o c e s s .  
R e a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  m e t a l  u i t h  h y d r o x y l  r a d i c a l  w i l l  a l s o  
p r o d u c e  m e t a l  h y d r o x i d e .  M e t a l  c a r b o n a t e  c a n  b e  g e n e r a t e d  f r o m  
t h e  r e a c t  i o n  b e t w e e n  t h e  m e t a l  o x i d e  a n d  t h e  c a r b o n d i o x i d e  i n  
t h e  f l a m e .
O n e  s h o u l d  r e a l i z e  t h a t  t h e  f l a m e  i s  a  v e r y  c o m p l i c a t e d  
m e d i u m  i n  A . A .  r e s e a r c h .  I n c r e a s i n g  t h e  e f f i c i e n c y  i n  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  f r e e  a t o m s  w i l l  h e l p  t o  g i v e  a  b e t t e r  f l a m e  A . A .  
s e n s i t i v i t y .  O t h e r  r e a c t i o n s  w h i c h  c o n s u m e  t h e  p r o d u c e d  f r e e  
a t o m s  n e e d  t o  b e  c o n t r o l l e d  t o  m a i n t a i n  t h e  s e n s i t i v i t y .  I n  
t h i s  s t u d y ,  e f f o r t s  h a v e  b e e n  p u t  i n  t o  i n c r e a s e  t h e  
n e b u l i z a t i o n  a n d  d e s o l v a t i o n  e f f i c i e n c i e s  t o  i m p r o v e  f l a m e  A . A .  
s e n s i t i v i t i e s ,  w h i c h  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  d e t a i l s  i n  t h e  
f o l l o w i n g  s e n s i t i o n s .
B .  T Y P E S  OF N E B U L I Z E R  I N  ATOMI C S P E C T R OS C OP Y
N e b u l i z a t i o n  i s  o n e  o f  t h e  e s s e n t i a l  s t e p s  i n  f l a m e  A . A .  
p r o c e s s e s .  I t  a c t u a l l y  c o n t r o l s  t h e  f i r s t  s t e p  o f  f l a m e  
a t o m i z a t i o n ,  i . e . ,  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a e r o s o l .  I m p r o v e m e n t  i n  
n e b u l i z a t i o n  e f f i c i e n c y  s h o u l d  t h e o r e t i c a l 1 y i m p r o v e  t h e  f l a m e  
A . A .  p r o c e s s e s  a n d  t h e  f l a m e  s e n s i t i v i t y .  A s m a l l  r e v i e w  a n d  
c o m p a r i s o n  a m o n g  d i f f e r e n t  n e b u l i z a t i o n  s y s t e m s  u s e d  i n  a t o m i c  
s p e c t r o s c o p y ,  m o s t l y  i n  f l a m e  A . A .  a n d  i n d u c t i v e l y  c o u p l e d  
p l a s m a  e m i s s i o n  ( I . C . P . ) ,  w i l l  b e  g i v e n  a l o n g  u i t h  t h e i r  
a d v a n t a g e s  a n d  d i s a d v a n t a g e s .
1 .  PNEUMATI C CONCE NT RI C N E B U L I Z E R
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F o l l o w i n g  i n - t e n s  i v e  s t u d i e s  b y  b o t h  a c a d e m i c  a n d  
i n d u s t r i a l  r e s e a r c h e r s ,  t h e  p e n u m a t  i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r  i s  
u s e d  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  i n  - f l a m e  A . f t .  t o d a y .  A s c h e m a t i c  
d i a g r a m  o f  a  c o m m e r c i a l  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r  i s  s h o w n  
i n  f i g u r e  3 4 .  Sa mp 1 e  s o l u t i o n  i s  f e d  f r o m  t h e  b a c k  o f  t h e  
n e b u l i z e r  t h r o u g h  a  p l a s t i c  c a p i l l a r y  t u b i n g .  N e b u l i z i n g  g a s  
w h i c h  i s  n o r m a l l y  t h e  o x i d a n t  < a i r ,  o x y g e n  o r  n i t r o u s  o x i d e  >
e n t e r s  t h e  s i d e  a r m  a n d  t o  t h e  f r o n t  o f  t h e  n e b u l u z e r .  T h i s
t h e n  c o n t r o l s  t h e  i n t a k e  o f  t h e  s a mp  1 e  s o l u t i o n .  ft n e e d l e  
v a l v e  i s  u s e d  t o  c o n t r o l  t h e  n e b u 1 u z  i n g  g a s  f l o w .  T h e  h i g h  
f l o w  o f  n e b u l i z i n g  g a s  c a u s e s  c o l l i s i o n s  u i t h  t h e  s a m l e  
s o l u t i o n  a n d  s m a l l  a e r o s o l  d r o p l e t s  a r e  p r o d u c e d  a n d  l e a v e  t h e  
f r o n t  o f  t h e  n e b u l i z e r  f l o w i n g  u i t h  t h e  n e b u l i z  i n g  g a s . An 
i m p a c t  b e a d  o r  s a m p  1 e  s p o i l e r  may b e  p l a c e  i n  f r o n t  o f  t h e  
o u t  1 e t  o f  t h e  n e c u 1 i z e r  t o  i m p r o v e  t h e  m i x  a n d  f l o w  p a t t e r n  f o r  
b e t t e r  c o m b u s t i o n .
T h e  a d v a n t a g e s  o f  p n e u m a t i c  c o n c e n t r  i c  n e b u l i z e r s  i n c l u d e  
t h e  i r  m e c h a n  i c a l  s t a b i l i t y ,  c o r r o s  i o n  r e s  i s t a n c e  ,  e a s e  i n  
c 1 e a n  i n g  ,  f r e e d o m  f r o m  b l o c k  i n g  a n d  e a s e  i n  o p e r a t  i n g . M o s t  o f
t h e  c o m m e r c  i a l  p n e u m a t i c  c o n c e n t r  i c  n e b u l i z e r s  a r e  ma d e  o f
t i t a n i u m  w h i c h  i s  a  h i g h l y  c h e m i c a l  r e s  i s t a n t  m e t a l  .
P e r f o r m a n c e  o f  t h e  p n e u m a t  i c  c o n c e n t r  i c  n e b u l  i z e r  i s  v e r y  
r e l i a b l e  a n d  i s  u s e d  b y  a 1 mo s  t  a l 1 m a j o r  A . A .  p r o d u c t  i o n  
c o m p a n i e s ,  s u c h  a s  P e r k  i n - E l m e r ,  J a r r e 1 1 - A s h  a n d  V a r  i a n  
T e c h t r o n  .
T h e  m a j o r  d i s a d v a n t a g e s  o f  t h e  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c
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n e b u l i z e r  i n c l u d e  - t he  d i f f i c u l t y  i n  p r e c i s e l y  a d j u s t i n g  t h e  
s a m p l e  f l o w  r a t e  a n d  i t s  l o w  n e b u l i z a t i o n  a n d  t r a n s p o r t  
e f f i c i e n c y .  P r e c i s e  a d j u s t m e n t  i n  s a m p l e  f l o w  r a t e  i s  
d i f f i c u l t  d u e  t o  t h e  d i f f i c u l t y  i n  f i n e  c o n t r o l  o f  t h e  
n e b u l i z i n g  g a s .  F o r  e x a m p l e ,  i f  a  s a m p l e  i n t a K e  o f  6  m l / m i n  i s  
r e q u i r e d  f o r  c e r t a i n  A . A .  a p p l i c a t i o n ,  a n  e x a c t  f l o w  o f  s a m p l e  
f e e d i n g  r a t e  i s  v e r y  d i f f i c u l t  t o  b e  o b t a i n e d  u i t h o u t  a  l a r g e  
n u m b e r  o f  t r i a l s .  T h e  a c h i e v e d  s a m p l e  f l o w  r a t e  w i l l  v a r y  d u e  
t o  a n y  s m a l l  f 1 u c t u a t  i o n  o f  f l o w  r a t e  o f  t h e  n e b u l u z  i n g  g a s .
Th e  n e b u l i z i n g  g a s  c o n t r o l  n u t  a t  t h e  b a c K  o f  t h e  n e b u l i z e r  i s  
j u s t  n o t  e f f i c i e n t  e n o u g h  t o  p r e c i s e l y  c o n t r o l  t h e  g a s .
T h e  n e b u l i z a t i o n  a n d  t r a n s p o r t  e f f i c i e n t y  f o r  p n e u m a t i c  
c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r  i s  a b o u t  6 . 6  % t o  1 4 . 4 %  ( 1 3 3 >  ( 1 4 0  > . T h i s  
i s  m a i n l y  d u e  t o  t h e  n o n - u n i f o r m  d r o p l e t  s i z e  a n d  h i g h  d r o p l e t  
m o m e n t u m .  T h e  d r o p l e t  s i z e  d i s t r i b u t i o n  u s i n g  a  p n e u m a t  i c  
c o n c e n t r  i c  n e b u l i z e r  i s  w i d e  < 1 4 1 >  . Th i s  a f f e c t s  t h e  f l a m e  
A . A .  p r o c e s s e s  a f t e r  t h e  n e b u l i z a t i o n  I i t  a l s o  a f f e c t s  t h e  
t r a n s p o r t a t i o n  o f  t h o s e  p r o d u c e d  d r o p l e t s  t o  t h e  f l a m e .  l a r g e r  
d r o p l e t s  may n e v e r  r e a c h  t h e  f l a m e .  T h e  h i g h  m o m e n t u m  o f  t h e  
d r o p l e t s  i s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  h i g h e r  n e b u l i z i n g  g a s  f l o w .  T h e  
l a r e  m o m e n t u m  o f  t h e  d r o p l e t s  i n c r e a s e s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  
i m p a c t s  b e t w e e n  t h e  d r o p l e t s  a n d  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  a n d  b u r n e r  
h e a d .  A p o o r l y  d e s i g n e d  b u r n e r  a s s e m b l y  may f u r t h e r  i n c r e a s e  
t h e  i m p a c t  f r e q u e n c y  a n d  d e c r e a s e  t h e  f l a m e  A . A .  s e n s i t i v i t y .
T h e  f i n a l  g o a l  o f  t h i s  s t u d y  i s  t o  d e v e l o p e d  a  g o o d  
n e b u l i z a t i o n  s y s t e m  t o  i n t e r f a c e  f l a m e  A . A .  a n d  H . P . L . C .  a n d
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s a m p l e  f l o w  r a t e  c o n t r o l  i s  i m p o r t a n t  i n  H . P . L . C .  s y s t e m  t o r  
b e s t  c h r o m a t o g r a p h i c  r e s o l u t i o n .
2 .  CROSS- FLOW NEBULI ZERS
Th e  c r o s s - f l o u  n e b u l i z e r  u a s  i n t r o d u c e d  b y  V a l e n t e  a n d  
S c h r e n K  < 1 4 2  >.  S i n c e  t h e  i n t r o d u c t i o n ,  i t  i s  a l m o s t  u s e d  
e x c l u s i v e l y  i n  I . C . P .  b e c a u s e  o t  i t s  l o u  g a s  t 1 o u  r e q u i r e m e n t .  
M a j o r  I . C . P . p r o d u c t  i o n  c o m p a n i e s ,  s u c h  a s  P e r K  i n - E l m e r ,
J a r r e 1 1 - A s h ,  B a i r d  a n d  B e c K ma n  u s e  c r o s s - f l o w  n e b u l i z e r  f o r  
t h e  i r  p r o d u c t s . F i g u r e  3 5  i l l u s t r a t e s  a  c o m m e r c i a l  c r o s s - f l o w  
n e b u l i z e r  .
In a  c r o s s - f l o u  n e b u l i z e r ,  t w o  p i e c e s  o f  g l a s s  c a p i l l a r y  
t u b e s  w e r e  m o u n t e d  u i t h  a  r i g h t  a n g l e  t o  e a c h  o t h e r .  T h e  
n e b u l i z i n g  g a s  p a s s e s  t h r o u g h  o n e  o f  t h e  t w o  t u b e s  a n d  t h e  
o t h e r  t u b e  i s  f o r  s a m p  1 e  i n t a K e . A r g o n  f l o w i n g  f r o m  t h e  t o p  o f  
t h e  g a s  n e e d l e  s t r e a m s  a c r o s s  t h e  t i p  o f  t h e  s a m p l e  a s p i r a t o r  
n e e d l e .  B e c a u s e  o f  t h e  c r o s s  s e c t i o n a l  a r e a  o f  t h e  g a s  n e e d l e  
i s  r e s t r i c t e d ,  a r g o n  v e l o c i t y  i n c r e a s e s ,  r e a c h i n g  a  m a x i m u m  
j u s t  a t  t h e  o r i f i c e .  T h e n  t h e  h i g h  v e l o c i t y  a r g o n  s t r e a m s  
a c r o s s  t h e  s a m p l e  a s p i r a t o r  n e e d l e ,  d r a w i n g  t h e  s a m p l e  o u t .
T h e  a r g o n  c o l l i d e s  w i t h  t h e  s a m p l e  a n d  n e b u l i z e  i t .  Th e  
o r i f i c e s  i n  t h e  c r o s s - f l o u  n e b u l i z e r  i s  o n l y  a b o u t  4 0 0  m i c r o n s  
t o  m a i n t a i n  a  h i g h  v e l o c i t y  a n d  l o u  v o l u m e  f l o w  o f  t h e  g a s .
Th e  n e b u l i z a t i o n  e f f i c i e n c y  i s  a b o u t  2 . 5 X  f o r  a  t y p i c a l  
c o m m e r c i a l  p r o d u c t  < 1 4 3 ) .  Th e  a d j u s t a b l e  c r o s s - f l o u  n e b u l i z e r  
p e r m i t s  a d j u s t m e n t  o f  t h e  d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  n e e d l e s .  An 






Figure 35. Cross-Flow Nebulizer
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2 0 0 0  m i c r o n s .
B e s i d e s  t h e  l o u  n e b u l i i a t  i o n  e f f i c i e n c y ,  o r i f i c e  b l o c k a g e  
i s  t h e  m a j o r  d i s a d v a n t a g e  o f  t h e  c r o s s - f l o w  n e b u l i z e r  w h e n  
n e b u l i z i n g  s o l u t i o n s  w i t h  h i g h  s o l i d  c o n t e n t .  I . C . P .  
m a n u f a c t u r e r s  u s u a l l y  r e c o m m e n d  t h e  u s e r s  t o  u s e  o t h e r  t y p e s  o f  
n e b u l i z e r  i f  p a r t i c l e s  l a r g e r  t h a n  4 5  m i c r o n s  a r e  p r e s e n t  i n  
s a m p l e  s o l u t i o n s .
3 .  BABI NGTON N E B U L I Z E R
T h e  m a j o r  a d v a n t a g e  o f  B a b  i n g t o n  N e b u l  i z e r  i s  i t  a b  i 1 i t y
t o  n e b u l i z e  s o l u t i o n s  u i t h  a  h i g h  s o l i d  c o n t e n t  a n d  h i g h
v i s c o s i t y  < 1 4 4 5 .  I . C . P .  p r o d u c t  i o n  c o m p a n i e s ,  s u c h  a s  B A I R D ,  
u s e s  Ba b  i n g t o n  n e b u l i z e r  f o r  h a n d l i n g  h i g h  s o l i d  c o n t e n t  
s a m p l e s .  I t  ma s  a l s o  u s e d  t o  a  s m a l l  e x t e n t  i n  a t o m i c  
a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y  C l 4 5 ) .
F i g u r e  3G s h o w s  t h e  s c h e m a t i c  o f  B a b i n g t o n  n e b u l i z e r .
Samp 1 e  f l o w s  t h r o u g h  t h e  d e l i v e r y  t u b e  a n d  o v e r  a  h o l l o w  g l a s s
o r  m e t a l  s p h e r e  w i t h  a  s m a l l  o r i f i c e  i n  t h e  s i d e .  A n e b u l i z i n g  
g a s  s u c h  a s  a r g o n  p a s s e s  t h r o u g h  t h e  o r i f i c e  a n d  c o l l i d e s  w i t h  
t h e  s a m p l e  s o l u t i o n .  An a e r o s o l  i s  p r o d u c e d  a t  t h e  
g a s - s o l u t i o n  i n t e r f a c e  . An i m p a c t  b e a d  c a n  b e  p l a c e d  i n  f r o n t  
o f  t h e  n e b u l i z e r  f o r  f u r t h e r  b r e a k - d o w n  o f  t h e  d r o p l e t s .  A 
g r o o v e d  r i n g  c a n  b e  c o n s t r u c t e d  a r o u n d  t h e  f r o n t  o f  t h e
n e b u l i z e r .  S a m p l e s  w i t h  a  h i g h  s o l i d  c o n t e n t  d r i p s  a l o n g  t h e
g r o o v e  a n d  a c r o s s  t h e  a r g o n  s t r e a m  w h e r e  i t  i s  n e b u l i z e d .  A 
p e r i s t a l t i c  pump i s  r e q u i r e d  t o  pump s a m p l e  s o l u t i o n  f r o m  t h e












Figure 36. Babington Nebulizer
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n e b u  1 i z a t  i o n  e-f-f i c  i e n c y  o f  a  B a  i n g t o n  n e b u l i z e r  i s  a b o u t  1 . 2 X  
w i t h  t h e  m a j o r  a d v a n t a g e  i n  h a n d l i n g  h i g h  s o l i d  c o n t e n t
s a m p  1 e s .
4 .  THE MEINHARD CONCENTRIC NEBULI ZER
F i g u r e  3 7  i l l u s t r a t e s  t h e  M e i n h a r d  C o n c e n t r i c  N e b u l i z e r  
w h i c h  w a s  i n i t i a l l y  d e s i g n e d  - f or  u s e  i n  a t o m i c  
s p e c t r o p h o t o m e t e r s  < 1 4 7 ) .  N o w ,  i t  i s  u s e d  b y  B e c Kma n  
I n s t u r m e n t  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  a e r o s o l  i n  t h e i r  I . C . P .  U n i t s .
I t  c o n s  i s t s  o f  t w o  g l a s s  c a p  i 1 1 a r y  t u b e s  w i t h  o n e  i n s i d e  
t h e  o t h e r  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  3 5 .  T h e  s a m p l e  p a s s e s g  t h r o u g h  
t h e  i n s i d e  t u b e  a n d  i s  n e b u l i z e d  b y  t h e  g a s .  I t  p a s s e s  t h r o u g h  
t h e  o u t s i d e  t u b e ,  a t  t h e  n e b u l i z e r  t i p  w h i c h  h a s  a n  o r i f i c e  o f  
t h e  o r d e r  o f  4 0 0  m i c r o n s .  ft n e b u l i z i n g  g a s  f l o w  o f  0 . 5  t o  H . 0  
L / m i n  i s  n e c e s s a r y  f o r  2  t o  3  m l / m i n  s a m p l e  u p t a K e  u n d e r  n o r m a l  
o p e r a t i o n .  ftn i m p a c t  b e a d  a n d  s a mp  1 e  s p o i l e r  c a n  b e  u s e d  f o r  
b e t t e r  r e s u l t s .
Th e  m e i n h a r d  n e b u l i z e r  s u f f e r s  f r o m  o r i f i c e  c l o g g i n g  wh e n  
n e b u l i z i n g  h i g h  s o l i d  c o n t e n t  s a m p l e  a n d  l o w  e f f i c i e n c y  
< 1 3 9 )  < 1 4 3 ) .
5 .  ULTRASONI C NEBULI ZERS
A e r o s o l  g e n e r a t i o n  b y  u l t r a s o n i c  t e c h n i q u e  w a s  f i r s t  
r e p o r t e d  b y  U o r d  a n d  L o o m i s  < 1 4 8 ) .  S e v e r a l  w o r K e r s  h a v e  
a p p l i e d  t h i s  m e t h o d  t o  a t o m i c  s p e c t r o s c o p y  < 1 4 9 ) < 1 5 0 ) .
H o w e v e r ,  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  f i n d s  i t s  m a j o r  a p p l i c a t i o n  
i n  I . C . P .  < 1 5 1 ) .  C o m m e r c i a l  I . C . P .  f r o m  B a i r d  a n d  RF P l a s m a  




Figure 37. Meihard Concentric Nebulizer
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T h e  m e c h a n i c s  o f  d r o p l e t  p r o d u c t i o n  u s i n g  a n  u l t r a s o n i c  
n e b u l i z e r  i s  v e r y  c o m p l e x  a n d  o n l y  a p p r o x i m a t e  t h e o r e t i c a l  
r e l a t i o n s h i p  a r e  K n o u n  . T h i s  w i l l  b e  f u r t h e r  d i s c u s s e d  i n  t h e  
f o l l o w i n g  s e c t i o n s .  T h e  g e n e r a l  p r i n c i p l e  i n  u l t r a s o n i c  
n e b u l i z a t i o n  i s  t h a t  s m a l l  d r o p l e t s  a r e  p r o d u c e d  b y  s e t t i n g  up  
h i g h  f r e q u e n c y  s t a n d i n g  w a v e s  o n  t h e  n e b u l i z i n g  s u r f a c e  w h i c h  
c a n  b e  e i t h e r  l i q u i d  o r  s o l i d .  S m a l l  d r o p s  b r e a K  o f f  f r o m  t h e  
t i p s  o f  t h e s e  w a v e s ,  w i t h  s u f f i c i e n t  p o w e r  i n p u t ,  t o  f o r m  a  
c l o u d  o f  a e r o s o l  a b o v e  t h e  s u r f a c e .
U l t r a s o n i c  n e b u l i z a t i o n  t e c h n i q u e s  h a v e  t h e  g r e a t e s t  
p o t e n t i a l  i n  a e r o s o l  g e n e r a t i o n  f o r  a t o m i c  s p e c t r o s c o p y .  Th e  
d r o p l e t  s i z e s  p r o d u c e d  a r e  m o r e  u n i f o r m  t h a n  f r o m  o t h e r  
m e t h o d s ,  a n d  t h e  d r o p l e t  s i z e  c a n  b e  c o n t r o l l e d  b y  t h e  
u l t r a s o n i c  f r e q u e n c y . S a m p l e  u p t a K e  i s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  i n p u t  
p o w e r .  T h e  n e b u l i z a t i o n  p r o c e s s  i s  p r e c i s e  a n d  a c c u r a t e .
N e b u l i z a t i o n  e f f i c i e n c y  i s  a c t u a l l y  c o n t r o l l e d  b y  
t r a n s p o r t a t i o n  o f  t h e  p r o d u c e d  d r o p l e t s .  T h e  n e b u l i z a t i o n  
e f f i c i e n c y  w a s  r e p o r t e d  t o  b e  7 5 ' / .  u s i n g  a  r a t h e r  c o m p l i c a t e d  
s e t - u p  b y  H o a r e  e t  a l  . < 1 5 S  >.  T h i s  o f f e r s  t h e  h i g h e s t
n e b u l i z a t i o n  e f f i c i e n c y  a mo n g  t h e  n e b u l i z a t i o n  s y s t e m s .  H i g h  
s o l i d  c o n t e n t  s a m p l e s  c a n  b e  n e b u l i z e d  w i t h  p r o p e r  n e b u l i z e r  
d e s i g n .  T h i s  s t u d y  u s e d  a  p r o t o t y p e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  f o r  
i m p r o v i n g  f l a m e  A . f t .  s e n s i t i v i t i e s  a n d  i n t e r f a c i n g  H . P . L . C .  
w i t h  f l a m e  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  Mo r e  d i s c u s s i o n  o n  t h i s  d e v i c e  
w i l l  f o l l o w .
C.  REASONS OF T H I S  STUDY
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As  d i s s c u s s e d  e a r l i e r ,  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  t o t a l  
c o n t e n t  o r  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  e l e m e n t  i s  n o t  o f t e n  s u f f i c i e n t .  
I t  i s  f r e q u e n t l y  n e c e s s a r y  t o  g o  a  s t e p  f u r t h e r  a n d  i d e n t i f y  
t h e  c h e m i c a l  f o r m  o f  t h e  c o m p o u n d  o r  e l e m e n t .  T h i s  i s  t u r e  f o r  
b o t h  o r g a n i c  a n d  i n o r g a n i c  c o m p o u n d s .
T h e  f i r s t  p a r t  o f  t h i s  d i s s e r t a t i o n  d e s c r i b e d  t h e  
p o t e n t i a l  o f  i n t e r f a c i n g  a t o m i c  a b s o r p t i o n  w i t h  c h r o m a t o g r a p h  i c  
s e p a r a t i o n  f o r  m e t a l  s p e c i a t i o n .  Ga s  c h r o m a t o g r a p h  w a s  
i n t e r f a c e d  w i t h  a  g r a p h i t e  f t . A .  f o r  s o m e  m e t a l  s p e c i a t i o n  u o r K . 
H o w e v e r ,  a  s e r i o u s  1 i m i t a t  i o m  o f  G . C .  i s  i t s  i n a b i l i t y  t o  
a n a l y z e  t h e r m a l l y  l a b i l e  c o m p o u n d s  a n d  c o m p o u n d s  w i t h  h i g h  
b o i l i n g  p o i n t  b e c a u s e  t h e y  w i l l  n o t  p a s s  t h e  c o l u m n .  T h i s  
l i m i t s  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  G . C .  a n d  t h e  i n t e r f a c e d  G . C . - f t . f t .  
s y s t e m  b e c a u s e  t h e r e  a r e  ma n y  m e t a l  c o m p o u n d s  w h i c h  c a n n o t  b e  
a n a l y z e d  a n d  d e t e r m i n e d  b y  t h i s  m e t h o d .
H . P . L . C .  e n a b l e s  o n e  t o  e x a m i n e  c o m p o u n d s  w i t h  h i g h  
b o i l i n g  p o i n t  u n d e r  a m b i e n t  c o n d i t i o n s .  I n t e r f a c i n g  H . P . L . C .  
w i t h  a t o m i c  a b s o r p t i o n  a l l o w s  o n e  t o  e x t e n d  t h i s  l i m i t  a n d  
s t u d y  c o m p o u n d s  w h i c h  rnay n o t  b e  s t u d i e d  b y  G . C . - f t . A .  u n i t .
S u c h  a  s y s t e m  w i l l  b e  a n  i m p o r t a n t  c o m p l e m e n t a r y  m e t h o d  t o
G . C . - f t . f t .  s y s t e m .
T h e  i d e a l  i n t e r f a c i n g  s h o u l d  b e  b e t w e e n  t h e  H . P . L . C .  a n d  
t h e  g r a p h i t e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s y s t e m  b e c a u s e  o f  t h e  h i g h  
s e n s i t i v i t i e s  a v a i l a b l e  f r o m  f u r n a c e  a t o m i z e r s .  U n f o r t u n a t e l y ,  
t h e  c y c l i c  h e a t i n g  p r o g r a m s ,  d r y i n g ,  a s h i n g  a n d  a t o m i z i n g ,  u s e d  
w i t h  c o m m e r c i a l  c a r b o n  f u r n c e s  c r e a t e  a  c o m p a t i b i l i t y  p r o b l e m
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- for a n  i n t e r - f a c e d  H . P . L . C .  -  - f u r n a c e  f t . A .  i n s t r u m e n t .  ft 
c o n t i n u o u s l y  f l o w i n g  o f  e l u e n t  f r o m  H . P . L . C .  w i t h  a  f u r n a c e  
t h a t  i s  h e a t e d  i n  c y c l e s ,  w a s  f o u n d  t o  b e  i m p o s s i b l e  t o  
i n t e r f a c e  d i r e c t l y  b e c a u s e  t h e  a t o m i z e r  w a s  r a p i d l y  d e c o m p o s e d ,  
f l l t e r n a t  i v e l y  , f r a c t i o n s  c a n  b e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  e n d  o f  a  
H . P . L . C .  c o l u m n  b y  a  a u t o - s a m p l e r  a n d  t h e  f r a c t i o n s  a r e  t h e n  
i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  f u r n a c e  i n d i v i d u a l l y .  T h e  t o t a l  s i g n a l  o f  
a  c h r o m a t o g r a m  i s  a  s e t  o f  p e a K s  i n s t e a d  o f  a  s i n g l e  o n e  < 1 5 3 ) .
f t t t e m p t s  h a v e  b e e n  t r i e d  i n  o u r  r e s e a r c h  g r o u p  t o
i n t e r f a c e  H . P . L . C .  w i t h  f u r n a c e  f t . f t .  s y s t e m  < 1 5 3 ) .  In t h a t  
s t u d y ,  t h e  e f f l u e n t  f r o m  t h e  H . P . L . C .  c o l u m n  w a s  f e d  i n t o  a  
c r o s s - f l o w  n e b u l i z e r ,  w h e r e  i t  w a s  n e b u l i z e d  by  a  s t r e a m  o f  
o x g e n .  ft m i n i a t u r e  o x y - h y d r o g e n  f l a m e  w a s  u s e d  t o  b u r n  t h e  
o r g a n i c  s o l v e n t  b e f o r e  t h e  s a m p l e  p a s s e d  i n t o  t h e  c a r b o n
f u r n a c e .  An i n l e t  a l l o w e d  a r g o n  t o  b e  i n t r o d u c e d  t o  t h e  f l a m e
c o m b u s t i o n  c h a mb e r -  t o  p r e v e n t  a i r  f r o m  l e a k i n g  i n t o  t h e  
i n t e f a c e .
T h i s  i n t e r f a c i n g  d e s i g n  w a s  n o t  s u c c e s s f u l .  T h e  m a j o r  
p r o d u c t  o f  t h e  o x y - h y d r o g e n  f l a m e  w a s  w a t e r  v a p o r  w h i c h  r e a c t e d  
w i t h  t h e  c a r b o n  a t o m i z e r  t o  f o r m  c a r b o n  m o n o x i d e  a n d  h y d r o g e n .  
In a  s h o r t  t i m e ,  t h e  c a r b o n  f u r n a c e  w a s  e r o d e d  t o  t h e  e x t e n t  
t h a t  i t s  o p e r a t i o n  w a s  n o t  e f f i c i e n t  a n d  r e p r o d u c i b l e .  Th e  
l i f e  t i m e  o f  t h e  c a r b o n  f u r n a c e  w a s  o n l y  a b o u t  6 0  m i n u t e s .  T h e  
p r o j e c t  wa.s t h e n  a b a n d o n e d .
T h e  d e c i s i o n  w a s  t h e n  ma d e  t o  i n t e r f a c e  H . P . L . C .  w i t h  
f l a m e  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  One  r e a s o n  i s  t h a t  f l a m e  A . f t .  b u r n e r s
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n o r m a l l y  u t i l i z e  l i q u i d  s a m p l e s  i n  a  c o n t i n u o u s  - f a s h i o n  i n s t e a d  
o-f i n  c y c l e s .  H o w e v e r ,  t h e  a n a l y t i c a l  s e n s i t i v i t i e s  u s i n g  
• f l a me  f t . A . a r e  w o r s e  t h a n  f u r n a c e  f t . A .  m e t h o d s .  T h e  f l o w  r a t e  
m a t c h i n g  b e t w e e n  H . P . L . C .  a n d  f l a m e  f t . A .  i s  a n o t h e r  d i f f i c u l t y .  
F l a m e  A . f t .  u s i n g  a t y p i c a l  p n e u m a t i c  c o n c e n t r  i c  N e b u l i z e r  
r e q u i r e s  a  f l o w  a t e  o f  5 - 6  m l / m i n  f o r  o p t i m a l  s e n s i t i v i t y  a n d  
t h i s  i s  n o t  a l u a y  t u r e  f o r  b e s t  r e s o l u t i o n  i n  H . P . L . C .  
s e p a r a t i o n .  M o r e o v e r ,  a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r ,  i t  i s  v e r y  
d i f f i c u l t  t o  c o n t r o l  p r e c i s e l y  t h e  f l o w  r a t e  u s i n g  a  p n e u m a t i c  
c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r .
T h e  s e c o n d  p a r t  o f  t h i s  d i s s e r t a t i o n  w i l l  d e s c r i b e  t h e  u s e  
o f  a  p r o t o t y p e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  t o  s o l v e  t h e  p r o b l e m  
i n v o l v e d  i n  i n t e r f a c i n g  H . P . L . C .  a n d  f l a m e  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  
S e n s i t i v i t y  i m p r o v e m e n t s  w i l l  b e  i l l u s t r a t e d  a n d  d i s c u s s e d .  
S e v e r a l  m e t h o d s  f o r  m e t a l  s p e c i a t i o n  wor K d e a l i n g  w i t h  
b i o l o g i c a l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  a s p e c t s  w i l l  b e  s h o w n  t o  
i l l u s t r a t e  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  c o m b i n a t i o n  o f  f l a m e  f t . A .  a n d  
H . P . L . C .  u s i n g  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r .
D .  P R I N C I P L E  OF ULTRASONI C NEBULI ZER
T h i s  s t u d y  i n v o l v e d  t h e  u s e  o f  a n  p r o t o t y p e  u l t r a s o n i c  
n e b u l i z e r ,  s h o w n  a s  f i g u r e  3 8 ,  f o r  i m p r o v i n g  f l a m e  A . f t .  
s e n s i t i v i t i e s  a n d  i n t e r f a c i n g  H . P . L . C .  w i t h  a  f l a m e  f t . A .  u n i t .  
T h e  d e t a i l e d  p r i n c i p l e s  o f  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  w i l l  b e  
d i s c u s s e d  i n  t h i s  s e c t i o n  f o r  a  b e t t e r  a p p r e c i a t i o n  o f  t h i s  
u n i q u e  d e v i c e .  f t l t h o u t h  u l t r a s o n i c  a e r o s o l  g e n e r a t i o n  w a s  u s e d  
f o r  I . C . P .  a n d  a t o m i c  a b s o r p t i o n  < 1 4 9 > < 1 5 0 > < 1 5 1 > ( 1 5 2 >  ,  n o  o t h e r
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d e v i c e  o f f e r e d  m o r e  a d v a n t a g e s  a n d  c o n v e n i e n c e  t h a n  t h e  o n e  
u s e d  i n  t h i s  s t u d y .
In t h i s  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r ,  t w o  p i e c e s  o f  p i e z o e l e c t r i c  
d i s k s  w i t h  t h e i r  p o l a r i t y  - f a c i n g  e a c h  o t h e r  w e r e  s a n d w i c h e d  
b e t w e e n  t w o  p i e c e s  o-f u l t r a s o n i c  h o r n s ,  t h e  f r o n t  h o r n  a n d  t h e  
b a c k  h o r n .  Th e  o p p o s i t e  p o l a r i t i e s  o f  t h e  t w o  d i s k s ,  wh e n  
c o n n e c t e d  w i t h  e l e c t r i c  p o w e r ,  c r e a t e d  v i b r a t i o n s  w h i c h  w e r e  
t r a n s m i t t e d  t o  t h e  t i p  o f  t h e  f r o n t  h o r n .  S a m p l e s  o f  t h e  
s o l u t i o n  t o  b e  n e b u l i z e d  w a s  f e d  f r o m  t h e  c e n t e r  o f  t h e  b a c k  
h o r n  t h r o u g h  t h e  c e n t e r  o f  t h e  n e b u l i z e r  w i t h  a  l i q u i d  p a s s a g e  
t u b i n g .  T h e  s o l u t i o n  w a s  t r a n s f e r e d  t o  t h e  n e b u l i z e r  t i p  
s u r f a c e  w h e r e  n e b u l i z a t i o n  o c c u r e d .
When l i q u i d  i n  i n t r o d u c e d  o n t o  a  r a p i d l y  v i b r a t i n g  s o l i d  
s u r f a c e  , a  c h e c k e r b o a r d  l i k e  w a v e  p a t t e r n  a p p e a r e d  i n  t h e  f i l m ,  
w h i c h  f o r m e d  a s  t h e  l i q u i d  s p r e a d  o v e r  t h e  s u r f a c e .  When t h e  
i n p u t  p o w e r  w a s  i n c r e a s e d ,  t h e  a m p l i t u d e  o f  t h e  s u r f a c e  
v i b r a t i o n  w a s  i n c r e a s e d ,  t h e  w a v e  c r e s t  h e i g h t  i n  t h e  f i l m  a l s o  
i n c r e a s e d .  W i t h  s u f f i c i e n t  a m p l i t u d e ,  t h e  w a v e  c r e s t s  i n  t h e  
f i l m  b e c a m e  u n s t a b l e  a n d  c o l l a p s e d .  T h i s  c a u s e d  a  f i n e  m i s t  o f  
m i c r o - d r o p s  t o  b e  e j e c t e d  f r o m  t h e  s u r f a c e .  B e c a u s e  t h e  
n e b u l i z a t i o n  p r o c e s s  w a s  u n p r e s s u r i z e d ,  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  
f e e d  t u b e ’ s  b o r e  d o e s n ’ t  h a v e  t o  b e  r e s t r i c t e d .  T h i s  m i n i m i z e d  
t h e  c l o g g i n g  p r o b l e m .  T h e  d r o p l e t  p r o d u c e d  h a d  a  v e r y  l o w  
v e l o c i t y  o f  o n l y  0 . 2  t o  0 . 4  r n / s e c  w h i c h  w a s  muc h  l o w e r  t h a n  
f r o m  a  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r  ( 1 0  t o  £ 0  m / s e c ) .  The  
f a c t o r  o f  1 0 0  f o l d  r e d u c t i o n  i n  v e l o c i t y  w a s  a t t r i b u t a b l e  t o











Figure 38. Ultrasonic Nebulizer
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• the s t a t i c  n a t u r e  o-f t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l  i z a t i o n  p r o c e s s  . In 
t e r m s  o-f K i n e t i c  e n e r g y ,  w h i c h  w a s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  s q u a r e  
o f  t h e  v e l o c i t y ,  t h e  d i f f e r e n c e  w a s  e v e n  m o r e  s t r i k i n g .  An 
u l t r a s o n i c a l l y  g e n e r a t e d  d r o p l e t  c a r r i e d  w i t h  i t  o n l y  a b o u t  
1 0 a s  muc h e n e r g y  a s  a  p r e s s u r e  g e n e r a t e d  d r o p l e t .  T h i s  
d e c r e a s e  i s  an i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  f l a m e  A . A .  s e n s i t i v i t y  
i n c r e a s e s  w h i c h  w i l l  b e  d i s c u s s e d  l a t e r .
A n o t h e r  i m p o r t a n t  f e a t u r e  o f  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  w a s  
i t s  a b i l i t y  t o  c o n t r o l  t h e  d r o p l e t  s i z e  w i t h  u l t r a s o n i c  
f r e q u e n c y .  T h e  w a v e l e n g t h  o f  t h e  l i q u i d  w a v e  f o r m  o n  t h e  
n e b u l i z i n g  s u r f a c e  i s  g i v e n  by  t h e  r e l a t i o n s h i p  ( 1 5 4 >
A  = (S7ZTC!-/' 9' f £ ^  3  ------------------------------------------------------- E q u a t i o n  A
Wh e r e  Q i s  t h e  s u r f a c e  t e n s i o n  a n d  g t h e  d e n s i t y  o f  t h e  l i q u i d  
; f  i s  t h e  u l t r a s o n i c  f r e q u e n c y .  E a c h  o f  t h e  w a v e l e t s  a c t e d  a s  
a s i t e  f o r  a t o m i z a t i o n .  As  t h e  d r i v e  a m p l i t u d e  i n c r e a s e d ,  t h e  
a m p l i t u d e  o f  t h e  s u r f a c e  w a v e s  i n c r e a s e d  c o r r e s p o n d i n g l y  u n t i l  
a t  s o m e  c r i t i c a l  a m p l i t u d e  t h e  c r e s t s  o f  t h e  w a v e s  b e c a m e  
u n s t a b l e  a n d  s m a l l  d r o p l e t s  w e r e  e j e c t e d .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  
t h a t  t h e  m e d i a n  d r o p l e t  d i a m e t e r ,  D i s  l i n e a r l y  r e l a t e d  t o  t h e  
w a v  e 1 e n g t  h A. by
D = 0 . 3 4  A -------------------------------  --------------------E q u a t  i o n  B
T h u s ,  i n  g e n e r a l  D = 0 . 3 4  < 8 %  Q / g f 2  > E q u a t i o n  C
1 3 8
T h e  m e d i a n  d r o p l e - t  s i z e  w a s  - t h e n  p r o p o r t i o n a l  t o  f - £ / 3 .
T h e o r e t i c a l 1 y ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e c r e a s e  t h e  d r o p l e t  s i z e  b y  
i n c r e a s i n g  t h e  d r i v e  - f r e q u e n c y  . T h e  t h r e s h o l d  a mp  1 i t u d e  f o r  
a t o m i z a t i o n  w a s  a  w a r  i a l b e  r e l a t e d  t o  t h e  d r i v e  f r e q u e n c y , 
f l u i d  v i s c o s i t y ,  s u r f a c e  t e n s i o n  a n d  d e n s i t y .  M e a n  d r o p l e t  
s i z e  c o u l d  t h e n  b e  p r e d i c t e d  w i t h  a b o v e  K n o u n  p a r a m e t e r s .  On e  
t h i n g  n e e d s  t o  b e  m e n t i o n e d  h e r e  i s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  d r i v e  
P o w e r  c o n t r o l .  C a r e f u l  c o n t r o l  o f  t h e  d r  i v e  p o w e r  w a s  
e s s e n t i a l .  I f  t h e  n e b u l i z e r  p o w e r  i n c r e a s e d  t o o  m u c h ,  a n  
a m p l i t u d e  o f  m o t i o n  w a s  r e a c h e d  i n  w h i c h  t h e  l i q u i d  d i s t u r b a n c e  
i s  n o  v i o l e n t  t h a t  l a r g e  d r o p s  a r e  e j e c t e d  r a t h e r  t h a n  s m a l l  
d r o p l e t s .  T h i s  p h e n o m e n o n  w a s  t e r m e d  c a v i t a t i o n  a n d  w a s  t h e  
r e s u l t  o f  t h e  e x c e s s  e n e r g y  r i p p i n g  a w a y  l a r g e  c h u n K s  o f  l i q u i d  
f r o m  t h e  ma  i n  b o d y  o f  l i q u i d .
T h e  n e b u l i z e r  d e s i g n  w a s  v e r y  c r i t i c a l  i n  o b t a i n i n g  g o o d  
p e r f o r m a n c e . C e r t a i n  r e q u i r e m e n t s  m u s t  b e  m e t  i n  d e s i g n i n g  t h e  
n e b u l i z e r .  F i g u r e  3 9  i l l u s t r a t e s  t h e s e  r e q u i r e m e n t s .  T h e  
c o n t a c t  p l a n e  o f  t h e  t w o  p i e c e s  o f  p i e z o e  1 e c t r i c  d i s K s  w a s  a  
n o d a l  p l a n e  s i n c e  t h e  a m p l i t u d e  o f  m o t i o n  i s  a l w a y s  z e r o .  A 
p o i n t  1 / 4  X.  a w a y  w a s  t h e  a n t i n o d a l  p l a n e ,  t h e  p l a n e  o f  m a x i m u m  
a m p l i t u d e  v a r i e d  s i n u s o i d a l l y  w i t h  d i s t a n c e .  F o r  b e s t  
n e b u 1 i z a t i o n  ,  a  c o n f i g u r a t  i o n  i n  w h i c h  t h e  a t o m i z i n g  s u r f a c e  
w a s  a t  a n  a n t i n o d e  w a s  n e c e s s a r y  s i n c e  t h e  a m p l i t u d e  w a s  
m a x i m u m  t h e r e .  T h e  t w o  u l t r a s o n i c  h o r n s  w e r e  c o n f i g u r e d  t o  
a c c o m p l i s h  t h i s .  T h e  b a c K  h o r n  c o n s i s t e d  o f  j u s t  e n o u g h  m e t a l .
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Figure 39. Principles of Ultrasonic Nebulizer
t o g e t h e r  w i t h  t h e  d i s K  c o u p l e d  t o  i t ,  t o  g i v e  1 / 4  X.  l e n g t h .
T h e  - f r o n t  h o r n  u a s  3 / 4  A .  l o n g .  I t  p r o v i d e d  t h e  a mp  1 i t  i c a t  i o n
o-f v i b r a t i o n a l  a m p l i t u d e  b y  v i r t u r e  o f  a  s h a r p  t r a n s i t i o n  i n  
d i a m e t e r s  a t  t h e  1/2 A. p o i n t  f r o m  t h e  c o n t a c t  p l a n e .  T h e  
a m p l i f i c a t i o n  u a s  e q u a l  t o  t h e  r a t i o  o f  t h e  c r o s s - s e c t i o n a l  
a r e a s  o f  t h e  t w o  s e c t i o n s .  A m p l i f i c a t i o n  u a s  i n c r e a s e d  e i t h e r  
b y  i n c r e a s i n g  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  l a r g e  s e c t i o n  o r  r e d u c i n g  t h e  
d i a m e t e r  o f  s m a l l  s e c t i o n .
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CHAPTER I I -  H . P . L . C .  THEORY
A.  H I S T O R Y
I n  1 9 0 3  t h e  R u s s i a n  c h e m i s t  T s w e t t ,  wh o  u a s  b o r n  i n  A s t i ,  
I t a l y ,  i n  1 8 7 2 ,  r e p o r t e d  t h e  s e p e r a t  i o n  o-f g r e e n  p l a n t  p i g m e n t s  
i n  a  c o l u m n  f i l l e d  w i t h  p o w d e r e d  c h a l K  < 1 5 5 ) .  T h a t  u a s  t h e  
e a r l i e s t  r e p o r t  o f  a n  e x a m p  1 e  o f  L . C . s e p a r a t i o n .  A f t e r  t h a t  
r e p o r t  , l i t t l e  wo r K h a s  i n v o l v e d  w i t h  t h e  L . C .  t e c h n i q u e  u n  i t  i 1 
i n  t h e  1 9 3 0 ' s ,  t h e  t e c h n i q u e  w a s  a d o p t e d  b y  R e i c h s t e i n  f o r  t h e  
i s o l a t i o n  o f  n a t u r a l  p r o d u c t s  < 1 5 6 ) .  T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  
l i q u i d  p a r t i t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  b y  M a r t i n  a n d  S y n g e  t o  s e p a r a t e  
a m i n o  a c i d s  a l s o  g a v e  a  s t r o n g  i m p a c t  o n  L . C .  a d v a n c e s  < 8 5 ) .  
T h e y  w e r e  r e c o g n i z e d  b y  t h e  1 9 5 2  N o b e l  P r i z e  i n  C h e m i s t r y .  I n  
1 9 4 8 ,  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  u a s  u s e d  b y  M o o r e  a n d  S t e i n  
f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  a m i n o  a c i d s  < 1 5 7 ) .
L i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y ,  u n t i l  t h e  m i d - 1 9 6 0 ' s ,  g e n e r a l l y  
i n v o l v e d  u s i n g  a  l a r g e  c o l u m n  w i t h  a  p a c K e d  b e d  o f  a d s o r b e n t  
c o a t e d  w i t h  a  s t a t i o n a r y  l i q u i d  f o r  p a r t i t i o n  a p p l i c a t i o n s .
T h e  f o r c e  o f  g r a v i t y  d r o v e  t h e  s o l v e n t s  a n d  s a m p l e  t h r o u g h  t h e  
b e d  f o r  s e p a r a t i o n .  T h e  p r o c e s s  o f  s e p a r a t i o n  u a s  m o n i t o r e d  b y  
c o l l e c t i o n  o f  f r a c t i o n s  a n d  s u b s e q u e n t l y  p e r f o r m i n g  s o m e  m e t h o d  
o f  i d e n t i f i c a t i o n  a n d  q u a n t i t a t i o n .
T h e  r e - e m e r g e n c e  o f  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  o n  a  b a s i s  
c o m p a r a b l e  t o  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  s t a r t e d  f r o m  t h e  p u b l i c a t i o n  
b y  H u b e r  a n d  H u l s m s n  < 1 5 8 ) .  I n  t h e  p a p e r ,  t h e y  s u g g e s t e d  t h a t  
t h e  s e p a r a t i o n  t i m e  i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  c a n  b e  r e  l u c e d  
c o n s i d e r a b l y  i f  h i g h  p r e s s u r e  d r o p  i s  a c c e p t a b l e .  F u r t h e r ,  t h e
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c o l u m n  p e r - f o r  m a n e  e  c a n  i m p r o v e d  b y  u s i n g  r e g u l a r  p a c k i n g  w i t h  
v e r y  s m a l l  p a r t i c l e s .  T h e o r e t i c a l  a s p e c t s  o-f s e p a r a t i o n  t i m e ,  
s o l v e n t  - f e e d  r a t e ,  p r e s s u r e  d r o p ,  a n d  c o l u m n  d i m e n s i o n  w e r e  
a l s o  d i s c u s s e d  i n  t h a t  p a p e r .
S i n c e  t h e n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  h a s  g r o w n  s t e a d i l y  a n d  
d e v e l o p m e n t s  i n  t h i s  t e c h n i q u e  h a v e  n o w r e a c h e d  a  m a t u r e  a n d  
e x c i t i n g  s t a g e .  H . P . L . C .  i s  n o w c o n s i d e r e d  t o  b e  o n e  o f  t h e  
m o s t  p o w e r f u l  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  i n  c h e m i s t r y .
B .  P R I N C I P L E S
L i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  i n v o l v e s  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t h e  
c o m p o n e n t s  o f  a  m i x t u r e  b y  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  i n t e r a c t i o n s  o f  
t h e  c o m p o n e n t s  b e t w e e n  t h e  l i q u i d  m o b i l e  p h a s e  a n d  t h e  
s t a t i o n a r y  p h a s e .  B e c a u s e  o f  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  i n t e r a c t  i o n  
f o r c e s ,  t h e  s e p a r a t i o n  o f  c o m p o n e n t s  o f  a  m i x t u r e  i s  a c h i e v e d  
b y  e s t a b l i s h i n g  c o n d i t i o n s  u n d e r  w h i c h  t h e  i n d i v i d u a l  
c o m p o n e n t s  f l o w  a t  d i f f e r e n t  r a t e s  t h r o u g h  a  c o l u m n ,  u n d e r  t h e  
i n f l u e n c e  o f  a  m o v i n g  l i q u i d  p h a s e ,  t h e  m o b i l e  p h a s e .  T h e  
i n t e r a c t i o n  o f  c o m p o n e n t s  w i t h  t h e  c o l u m n  i s  r e f e r r e d  t o  a s  
r e t e n t i o n .  F o r  a  g i v e n  c h r o m a t o g r a p  i c  s y s t e m  t h e  d e g r e e  o f  
r e t e n t i o n  o f  a  c o m p o u n d  i s  a  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h a t  s a m p l e ,  
s i n c e  i t  d e p e n d s  o n  p r o p e r t i e s  o f  t h a t  c o m p o u n d , s u c h  a s  t h e  
s o l u b i l i t y ,  a d s o r p t i o n ,  s i z e  a n d  i o n i z a t i o n  c h a r a c t e r i s t i c  o f  
t h a t  c o m p o u n d ,  i n  t h a t  s p e c i f i c  e n v i r o n m e n t  o f  c h r o m a t o g r a p h i c  
s y s t e m  e m p l o y e d .  T h e  r e t e n t i o n  o f  a  c o m p o u n d  i n  a  L . C .  c o l u m n  
i s  e x p r e s s e d  q u a n t i t a t i v e l y  a s  t h e  r e t e n t i o n  v o l u m e ,  w h i c h  i s  
d e f i n e d  a s  t h e  v o l u m e ,  u s u a l l y  i n  m i l i l i t e r s ,  o f  m o b i l e  p h a s e
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w h i c h  - f l o w s  - t h r o u g h  t h e  c o l u m n  s y s t e m  - f r o m  t h e  m o m e n t  o-f s a m p l e  
i n t r o d u c t i o n  t o  t h e  a p p e a r a n c e  o-f t h e  m a x i m u m  c o n c e n t r a t  i o n  o-f 
t h e  e l u t i n g  p e a K  d e t e c t e d  b y  t h e  d e t e c t o r .  T h e  r e t e n t i o n  
v o l u m e  - f o r  a  c o m p o u n d  w i t h o u t  a n y  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  c o l u m n  
i s  s a i d  t o  b e  e l u t e d  i n  t h e  d e a d  v o l u m e  o-f t h e  c o l u m n ,  u s u a l l y  
r e p r e s e n t e d  b y  VQ . T h e  r e t e n t i o n  v o l u m e ,  V p ,  - f o r  a n y  c o m p o n e n t  
h a v i n g  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  c o l u m n  w i l l  b e  t h e  s u m  o f  t h e  d e a d  
v o l u m e  a n d  t h e  v o l u m e  o f  m o b i l e  p h a s e  n e c e s s a r y  t o  o v e r c o m e  t h e  
i n t e r  a c t  i o n a  b e t w e e n  t h e  s a m p l e  a n d  t h e  c o l u m n  m a t e r i a l .
T h e  c a p a c i t y  f a c t o r ,  K ' ,  i s  u s e d  t o  e x p r e s s  r e t e n t i o n  o f  a  
c o m p o u n d  r e l a t i v e  t o  t h e  e l u t i o n  o f  a  n o n - r e t a i n e d  s a m p l e .  I t  
i s  d e f  i n e d  a s
Wh e n  a  f i x e d  f l o w  r a t e  f o r  t h e  m o b i l e  p h a s s e  i s  u s e d ,  t h e  a b o v e  
e x p r e s s i o n  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s
w h e r e  T p  a n d  T q  a r e  t h e  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  a  r e t a i n e d  a n d  
n o n r e t a i n e d  c o m p o u n d ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  c a p a c i t y  f a c t o r  i s  
a c t u a l l y  r e l a t e d  t o  t h e  m a s s  o f  c o m p o n e n t  i n  t h e  m o b i l e  a n d  t h e
s t a t i o n a r y  p h a s e  i n  t h e  c o l u m n .
F o r  a n y  s e p a r a t i o n  t o  b e  p o s s i b l e  i t  i s  e s s e n t i a l  t h a t
e a c h  c o m p o n e n t  h a v e  a  d i f f e r e n t  v a l u e  f o r  t h e  c a p a c i t y  f a c t o r .
K f V.
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i . e . ,  e a c h  c o m p o n e n t  m u s t  b e  r e t a i n e d  t o  a  d i f f e r e n t  e x t e n t .
A s e p a r a t i o n  b e t w e e n  c o m p o n e n t s  A a n d  B i n  a  m i x t u r e  w i l l  o n l y  
b e  p o s s i b l e  i f  t h e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r ,  o (  ,  h a s  a  v a l u e  o t h e r  
t h a n  u n i t y .  H o w e v e r ,  t h e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r  d o e s n ' t  i n v o l v e  
a n y  s a m p  1 e d i f f u s i o n  a l o n g  t h e  s e p a r a t i n g  p r o c e s s  ;  a  
s e l e c t i v i t y  f a c t o r  w i t h  a  v a l u e  o t h e r  t h a n  u n i t y  m e r e l y  
i n d i c a t e s  t h a t  t h e  p o i n t s  o f  m a x i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  t w o  
c o m p o n e n t s  a r e  n o t  c o i n c i d e n t .
T h e  r e s o l v i n g  p o w e r ,  o f t e n  c a l l e d  a s  t h e  r e s o l u t i o n  
f a c t o r ,  R ,  o f  a  c o l u m n  i s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s
w h e r e  T p a , T  R ^ , Wa a n d  Ufo a r e  t h e  r e t e n t  i o n  t i m e s  a n d  b a s e  
w i d t h s ,  r e s p e c t i v e l y ,  o f  c o m p o u n d  A a n d  B ,  a n d  c o m p o u n d  B i s  
r e t a i n e d  l o n g e r  i n  t h e  c o l u m n .  B e c a u s e  i n  p r a c t i c e  t h e  p e a K  
s h a p e s  a p p r o x i m a t e  t o  a  G a u s s i a n  d i s t r i b u t i o n  r a t h e r  t h a n  a n  
i s o s c e l e s  t r i a n g l e ,  w h e n  R = l ,  t h e r e  i s  s t i l  a  s l i g h t  o v e r l a p  o f  
t h e  p e a K s  ( a b o u t  . A R = 1 . 5  ( 0 . 0 3 M  o v e r  l a p )  i s  n o r m a l l y
c o n s i d e r e d  t o  h a v e  a  c o m l e t e  s e p a r a t i o n ,  t h e  b a s e l i n e
T h e  s e l e c t i v i t y ,  (j( ,  o f  a  c h r o m a t o g r a p h i c  s y s t e m  i s  u s e d  t o
e x p r e s s  t h e  r a t i o  o f  t h e  c a p a c i t y  f a c t o r s  o f  t h e  t w o
c o m p o n e n t s ,  A a n d  B ,  o f  i n t e r e s t ,  i . e . .
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r e s o l u t  i o n  .
A g e n e r a l  e x p r e s s i o n  f o r  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  a  
c h r o m a t o g r a p h i c  s y s t e m  i n  t e r m  o f  r e s o l u t i o n  c a n  b e  i n t e g r a t e d  
a s  f o  1 1 ouj s
T h i s  s i n g l e  e q u a t i o n  d e s c r i b e s  t h e  r e s o l u t i o n  o f  a  
c h r o m a t o g r a p h i c  s y s t e m  i n  t e r m  o f  c o l u m n  e f f i c i e n c y  <N,  n u m b e r  
o f  t h e o r e t i c a l  p l a t e s ) ,  s e l e c t i v i t y  ( n a t u r e  o f  c h e m i c a l  
i n t e r a c t i o n s  r e l a t e d  t o  t h e  p h a s e s  u s e d ) ,  a n d  c a p a c i t y  f a c t o r  
( g i v i n g  t h e  e x t e n t  o f  p h a s e  i n t e r a c t i o n ) .  I t  i s  e a s y  t o  
u n d e r s t a n d  t h a t  i m p r o v e m e n t  o f  r e s o l u t i o n  b e t w e e n  t w o  p e a k s  b y  
e f f i c i e n c y  w i l l  r e q u i r e  a  c o n s i d e r a b l e  i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  
o f  t h e o r e t i c a l  p l a t e  d u e  t o  f u n c t i o n  o f  t h e  s q u a r e  r o o t  o f  t h e  
c o l u m n  e f f i c i e n c y .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  r e s o l u t i o n  c a n  b e  
i m p r o v e d  e a s i e r  b y  u s i n g  a  d i f f e r e n t  c h r o m a t o g r a p h i c  s y s t e m  t o  
c h a n g e  t h e  s e l e c t i v i t y  a n d  c a p a c i t y  f a c t o r s .  B a s e d  o n  t h i s  
g e n e r a l  e q u a t i o n  f o r  r e s o l u t i o n ,  i t  i s  p o s s i b l e  t o  e s t i m a t e  a n  
o p t i m u m  c o l u m n  l e n g t h  f o r  s e p a r a t i n g  t w o  c o m p o u n d s  o f  i n t e r e s t .
A n e w  c o l u m n  s h o u l d  a l w a y s  b e  t e s t e d  w i t h  a  s t a n d a r d  
s a m p l e  m i x t u r e  u n d e r  c a r e f u l l y  s t a n d a r d i s e d  c o n d i t i o n s .  A 
r e c o r d  o f  s u c h  t e s t s  i s  i n v a l u a b l e  i n  l a t e r  d a t e  f o r  t r o u b l e  
s h o o t i n g  w o r k .  I t  i s  a l s o  i m p o r t a n t  t o  K e e p  a  r e c o r d  o f  t h e  
i n d i c a t e d  i n l e t  p r e s s u r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  f l o w  o f  a  g i v e n  
s o l v e n t  t h r o u g h  t h e  g i v e n  c o l u m n  a t  t h e  g i v e n  r a t e .  An y
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s  i g n  i-f i c a n t  c h a n g e  i n  r e s i s t a n c e  t o  - f l o w o-f t h e  c o l u m n  
i n d i c a t e s  m a t e r i a l s  b e i n g  b u i l t  u p  i n  t h e  c o l u m n .  An y  m a r k e d  
d e c r e a s e  i n  t h e  r e s i s t a n c e  t o  - f l o w ma y  i n d i c a t e  l o s s  o-f c o l u m n  
p a c k i n g  m a t e r i a l  - f r o m  t h e  c o l u m n .  S o m e t i m e s ,  p r o b l e m s  i n  
c o l u m n  p e r f o r m a n c e  c a n  b e  s o l v e d  b e f o r e  t h e y  b e c o m e  s e r i o u s  a n d  
m a k e  t h e  c o l u m n  n o  l o n g e r  s e r v i c e a b l e .
C .  B A S I C  I NS TRUMENTATI ON
T h e  m a i n  c o m p o n e n t s  o f  a  H . P . L . C .  c h r o m a t o g r a p h  a r e  a  h i g h  
p r e s s u r e  s o l v e n t  d e l i v e r y  p u m p ,  p u l s e  d a m p e n e r s  t o  r e d u c e  
p u l s a t i o n  f r o m  p u m p i n g  a c t i o n ,  a n  i n j e c t o r  o r  i n j e c t i o n  v a l v e  
f o r  s a m p l e  i n t r o d u c t i o n ,  t h e  s e p a r a t i o n  c o l u m n ,  t h e  d e t e c t i o n  
s y s t e m s ,  a n d  a  d a t a  o u t p u t  d i v i c e ,  s u c h  a s  i n t e g r a t o r ,  
r e c o r d e r ,  o r  c o m p u t e r  . O t h e r  c o m p o n e n t s ,  s u c h  a s  a u t o  s a m p l e r  
a n d  f r a c t i o n  c o l l e c t o r ,  ma y  b e  n e c e s s a r y  f o r  d i f f e r e n t  
a p p l i c a t i o n s .
T h e r e  a r e  n o w t w o  b a s i c  t y p e s  o f  p u m p  i n  c o m m o n  u s e :  
c o n s t a n t  p r e s s u r e  p u m p s  a n d  c o n s t a n t  v o l u m e  p u m p s .  A m o d e r n  
H . P . L . C .  p u mp  c a n  n o r m a l l y  a p p l y  a  p r e s s u r e  u p  t o  6 0 0 0  p s i  a n d  
c a n  d e l i v e r  s o l v e n t  f l o w  r a t e  w i t h  a  r a n g e  f r o m  0 . 0  t o  1 0 . 0  
m l / m i n .  T h e  a c c u r a c y  o f  s o l v e n t  f l o u  c o n t r o l  s h o u l d  b e  b e t t e r  
t h a n  0 . 5 M a t e r i a l  s u c h  a s  s t a i n l e s s  s t e e l  a n d  T e f l o n  m u s t  b e  
u s e d  t o  a s s u r e  c h e m i c a l  i n e r t n e s s .  A p u l s e  d a m p e n e r  ma y  b e  
n e c e s s a r y  t o  m i n i m i z e  t h e  p u l s a t i o n  a n d  m a i n t a i n  s m o o t h  
d e l i v e r y .  A g r a d i e n t  e l u t i o n  d e v i c e  ma y  a l s o  b e  n e c e s s a r y  t o  
c a r r y  o u t  c o n t  i n e o u s  s o l v e n t  c o m p o s i t i o n  c h a n g e s .  A f i l t e r  i s  
a l u a y  r e q u i r e d  f o r  f i l t r a t i o n  o f  a l l  s o l v e n t s  s o  n o
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p a r t i c u l a t e s  w i l l  e n t e r  i n t o  t h e  s y s t e m  a n d  p l u g  t h e  v e r y  
n a r r o w  b o r e  t u b i n g  u s e d .  A 2 - m i c r o n  s t a i n l e s s  s t e e l  f i t e r  w i t h  
a  l a r g e  s u r - f a c e  a r e a  i s  n o r m a l l y  u s e d .  Pi s m a l l  a r e a  2 - m i c r o n  
■ f r i t  i s  n o r m a  11 y u s e d  o n  t h e  t o p  o f  t h e  c o l u m n  f o r  c o l u m n  
p r o t e c t  i o n  .
T h e r e  a r e  b a s i c a l l y  t h r e e  t y p e s  o f  s a m p l e  i n t r o d u c t i o n  
d e v i c e s  i n  H . P . L . C . ,  i n c l u d i n g  o n - c o l u m n  s y r i n g e  i n j e c t o r s ,  
v a l v e - l o o p  i n j e c t o r s  a n d  s y r i n g e - l o o p  i n j e c t o r s .  N o r m a l l y  o n  
c o l u m n  s y r i n g e  i n j e c t i o n  g i v e s  t h e  h i g h e s t  s e p a r a t i o n  
e f f i c i e n c y  a l t h o u g h  i t  i s  n o t  c o n v e n i e n t .  S y r i n g e  i n j e c t i o n  
c a n  b e  m a d e  t h o u g h  a  s e p t u m  i n j e c t o r  s i m i l a r  t o  G . C .  o r  u s i n g  a  
s e p t u m - l e s s  s y s t e m .  I f  a  s e p t u m  i s  u s e d ,  i t  ma y  b e  t h e  
p r e s s u r e  l i m i t i n g  f a c t o r ,  b u t  n o r m a l l y  t h e  u s e  o f  d u a l  s e p t a  
a n d  s t a i n l e s s  s t e e l  d i s K s  p r e s s s i n g  d o w n  o n  t h e  s e p t a  e n a b l e s  
p r e s s u r e s  u p  t o  3 0 0 0  p s  i t o  b e  u s e d .
T h e  s e p t u m - l e s s  i n j e c t i o n  i s  a l s o  c a l l e d  s t o p - f l o w  
i n j e c t i o n .  T h i s  i n v o l v e s  e i t h e r  s w i t c h i n g  o f f  t h e  p u m p ,  
a l l o w i n g  t h e  p r e s s u r e  t o  f a l l  t o  a t o m o s p h e r i c ,  i n j e c t i n g  t h e  
s a m p l e ,  a n d  t h e n  r e - s t a r t i n g  t h e  p u mp  . Pi t h r e e - w a y  v a l v e  ma y  
b e  u s e d  t o  d i v e r t  t h e  f l o w  w h i l s t  t h e  i n j e c t i o n  i s  m a d e .
H o w e v e r ,  t h e  s t o p - f l o w  t e c h n i q u e  ma y  i n t r o d u c e  r e t e n t i o n  t i m e  
u n c e r t a i n t y  a n d  c a u s e  f l o w  d i s t u r b a n c e s  i n  s o m e  d e t e c t o r  
s y s t e m s .
I n  a  v a l v e - l o o p  i n j e c t o r ,  t h e  s o l v e n t  f l o w  i s  b y - p a s s e d  
i n t o  t h e  c o l u m n  a n d  a n  e x t e r n a l  o r  i n t e r n a l  l o o p  i s  f i l l e d  w i t h  
s a m p l e ,  w h i c h  i s  t h e n  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  c o l u m n  b y  a  s w i t c h i n g
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w a i v e .  T h e  s a m p l e  l o o p s  a r e  n o r m a l l y  i n t e r c h a n g a b l e  t o  g i v e  a  
w i d e  r a n g e  o f  i n j e c t i o n  v o l u m e  ( 1 - 5 0 0  m i c r o l i t e r s ) .  T h e  m a i n  
d r a u b a c K  o f  t h i s  t y p e  o f  i n j e c t o r  i s  t h a t  e x c e s s  i n j e c t i o n  
v o l u m e  i s  r e q u i r e d  t o  f i l l  t h e  l o o p  c o m p l e t e l y .  F o r  e x a m p l e ,  
i t  ma y  t a K e  1 0 0  m i c r o l i t e r  o f  s a m p l e  t o  f i l l  a  10  m i c r o l i t e r  
l o o p .
A s y r i n g - l o o p  i n j e c t o r  c o m b i n e s  a  l o o p  i n j e c t o r  w i t h  a  
m i c r o s y r i n g e  a n d  z e r o  v o l u m n  f i t t i n g .  I t  c a n  b e  u s e d  e i t h e r  a s  
a  c o n v e n t i o n a l  f i x e d  l o o p  i n j e c t o r ,  o r  a s  a  v a r i a b l e  v o l u m e  
i n j e c t o r .  T h e  s a m p l e  l o o p  i s  i n i t i a l l y  f i l l e d  w i t h  m o b i l e  
p h a s e .  T h e  z e r o  v o l u m e  f i t t i n g  a l l o w s  t h e  s a m p l e  t o  b e  
i n j e c t e d  i n t o  t h e  s a m p l e  l o o p  w i t h  n o  l o s s  o f  s a m p l e .  T h e  
s a m p l e  i n j e c t e d  w i l l  d i s p l a c e  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  m o b i l e  p h a s e  
o u t  o f  t h e  d r a i n  t u b e .  T h e  v a l v e  i s  t h e n  r o t a t e d  a n d  t h e  
s a m p l e  f l u s h e d  o n t o  t h e  c o l u m n  b y  t h e  f l o w  o f  t h e  m o b i l e  p h a s e .
T h e  s y r i n g e - l o o p  i n j e c t o r  i s  t h e  m o s t  s o p h i s t i c a t e d  i n j e c t i o n  
s y s t e m  i n  a  H . P . L . C .  u n i t .  O n e  o f  t h e  i n j e c t i o n  u n i t s  u s e d  i n  
t h i s  s t u d y ,  t h e  W a t e r  G K i n j e c t o r ,  b e l o n g e d  t o  t h i s  t y p e .
H . P . L . C .  c o l u m n s  a r e  n o r m a l l y  m a d e  o f  s t a i n l e s s  s t e e l  
t u b i n g  f i l l e d  w i t h  a  t i g h t l y  p a c K e d  s t a t i o n a r y  p h a s e .  A n o r m a l  
a n a l y t i c a l  s e p a r a t i o n  c o l u m n  ma y  b e  f r o m  3  c m  t o  3 0  c m l o n g  
w i t h  a  t y p i c a l  i n t e r n a l  d i a m e t e r  o f  2 . 1 ,  3 . 2 ,  4 . 1  o r  4 . 6  mm.  A 
s e m i - p r e p a r a t i v e  a n d  p r e p a r a t i v e  s c a l e  s e p a r a t i o n  ma y  u s e  a  
c o l u m n  u p  t o  3 0 . 0  mm i n  i n t e r n a l  d i a m e t e r .  M i c r o b o r e  c o l u m n s  
w i t h  a  i n t e r n a l  d i a m e t e r  o f  1 . 0 m m  u p  t o  1 0 0 c m  i n  l e n g t h  h a v e  
b e e n  i n t r o d u c e d .  C o l u m n  p a c K i n g  m a t e r i a l s  u s e d  i n  H . P . L . C .  may
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h a v e  p a r t  i c l e  s i z e s  f r o m  5  m i c r o n s  -to 3 0  m i c r o n s .  S l u r r y  
p a c K  i n g  m e t h o d  i s  n o r m a l l y  u s e d  f o r  p a r t i c l e  s i z e  l o w e r  t h a n  
2 0  m i c r o n s . P a r t i c l e  s i z e  o v e r  3 0  m i c r o n s  i s  s e l d o m  u s e d  i n
H . P . L . C .  n o w .
Ma n y  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  H . P . L . C .  d e t e c t o r  a r e  a v a i l a b l e  
n o w i n  t h e  m a r K e t ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  a p p l i c a t i o n s .  A s e p a r a t i e d  
s e c t i o n  w i l l  b e  u s e d  t o  d i s c u s s  t h o s e  i m p o r t a n t  d e t e c t o r s .
D .  T Y P E S  OF H . P . L . C .
T h e r e  a r e  f o u r  p r i n c i p a l  m e c h a n i s m s  i n  H . P . L . C .  b y  w h i c h  
c o m p o n e n t s  o f  s a m p l e s  a r e  s e l e c t i v e l y  r e t a i n e d .  T h e s e  a r e  t h e  
e x p l o i t a t i o n  o f  d i f f e r e n c e s  i n  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s ,  
a d s o r p t i o n  e f f e c t s  o n  s u r f a c e s ,  d i s s o c i a t i o n  o f  u e a K  o r  s t r o n g  
e 1 e c t r o 1 y t e s  ,  o r  i n  m o l e c u l a r  s i z e  o r  s h a p e .  B a s e d  o n  t h e s e  
m e c h a n i s m s ,  b r a n c h e s  i n  H . P . L . C .  w e r e  d e v e l o p e d  i n d e p e n d e n t  1 y .
T h e y  a r e  1 i q u i d - 1 i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y ,  l i q u i d - s o l i d  
c h r o m a t o g r a p h y , i o n - e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  s t e r i c  
e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y .  T h e s e  w i l l  b e  b r i e f l y  d i s c u s s e d  
b e l o w  .
L i q u i d - l i q u i d  p a r t i t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  i n v o l v e s  t h e  u s e d  
o f  a  l i q u i d  s t a t i o n a r y  p h a s e ,  w h i c h  i s  e i t h e r  c o a t e d  o n  t o  a  
f i n e l y  d i v i d e d  i n e r t  s u p p o r t  o r  c h e m i c a l l y  b o n d e d  t o  t h e  
s u p p o r t  m a t e r i a l ,  a n d  a  l i q u i d  m o b i l e  p h a s e .  T h e  s a m p l e  t o  b e  
a n a l y z e d  i s  d i s p e r s e d  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  a n d  i t s  c o m p o n e n t s  
a r e  p a r t i t i o n e d  b e t w e e n  t h e  s t a t i o n a r y  a n d  m o b i l e  p h a s e s .  T h i s  
p a r t i t i o n i n g  l e a d s  t o  a  d i f f e r e n t i a l  r a t e  o f  m i g r a t i o n  a n d  
s e p a r a t i o n  o c c u r s  . T h e r e  a r e  t w o  m a j o r  c a t e g o r i e s  o f
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L i q u i d - L i q u i d  p a r t i t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  C L . L . C . ) ,  t h e  n o r m a l  
p h a s e  L . L . C .  a n d  t h e  r e v e r s e  p h a s e  L . L . C .
I n  n o r m a l  p h a s e  L . L . C .  a  p o l a r  l i q u i d  s t a t i o n a r y  p h a s e ,  
s u c h  a s  p o l y g l y c o l s ,  e t h e r s  o r  n i t r i l e s ,  i s  u s e d  w i t h  t h e  
m o b i l e  p h a s e  w h i c h  i s  r e l a t i v e l y  n o n - p o l a r .  I t  i s  n o r m a l l y  
u s e d  t o  s e p a r a t e  p o l a r  s p e c i e s ,  e . g . ,  p h e n o l s ,  a m i n e s ,  a n d  
h e t e r o c y c l i c  c o m p o u n d s  . I f  t h e  s t a t  i o n a r y  p h a s e  i s  n o n - p o l a r ,  
e . g . ,  a  h y d r o c a r b o n ,  a n d  t h e  m o b i l e  p h a s e  i s  p o l a r ,  e . g . w a t e r ,  
m e t h a n o l  a n d  a c e t o n  i t r i l e  ,  t h e  t e c h n i q u e  i s  r e - f e r r e d  t o  a s  
r e v e r s e - p h a s e  L . L . C .  C o m p o u n d s  s e p a r a t e d  b y  r e v e r s e - p h a s e  
L . L . C .  a r e  t h o s e  l e s s  p o l a r  c o m p o u n d s  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t  
b e l o w  a b o u t  2 0 0 0 .
I n  l i q u i d - s o l i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( L . S . C . ) ,  t h e  s e p a r a t i o n  i s  
a c h i e v e d  w i t h  a  l i q u i d  m o b i l e  p h a s e  a n d  a  s o l i d  s t a t i o n a r y  
p h a s e  w h i c h  r e v e r s  i b l y  a d s o r b s  t h e  s o l u t e  m o l e c u l e s .  T h e  
s t a t i o n a r y  p h a s e  ma y  b e  e i t h e r  p o l a r ,  e . g .  s i l i c a  g e l ,  p o r o u s ,  
g l a s s  b e a d s  o r  a l u m i n a ,  w h e n  t h e  m o b i l e  p h a s e  w o u l d  b e  
r e l a t i v e l y  n o n - p o l a r ,  o r  n o n - p o l a r ,  e . g .  p o l y m e r  b e a d s ,  w h e n  a  
p o l a r  m o b i l e  p h a s e  i s  u s e d .  T h i s  m e t h o d  i s  l e s s  s e n s i t i v e  t o  
m o l e c u l a r  w e i g h t  d i-f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  s o l u t e  s p e c i e s  t h a n  
L . L . C .  i s ,  b u t  i t  i s  h i g h l y  s e n s i t i v e  t o  c o m p o u n d  t y p e .  A 
c o m p l e x  m i x t u r e  c a n  t h e r e f o r e  b e  s e p a r a t e d  i n t o  c l a s s e s  o f  
c o m p o u n d s  h a v i n g  t h e  s a m e  f u n c t i o n a l  g r o u p s ,  w h e r e a s  m o l e c u l e s  
w i t h  d i f f e r e n t  l e n g t h s  i n  a l k ' y l  c h a i n  w o u l d  b e  p o o r l y  
s e p a r a t e d .
I n  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y , t h e  c h r o m a t o g r a p h i c
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s u p p o r t  c o n t a i n s  i o n i c  s i t e s  w h i c h  a r e  c a p a b l e  o-f b e i n g  
e x c h a n g e d  w i t h  i o n i c  s o l u t e s  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e .  I o n  
e x c h a n g e r s  i n  H . P . L . C .  n o r m a l l y  u t i l i z e  a  b o n d e d  q u a t e r n a r y  
a m m o n i u m  g r o u p  - for  t h e  s e p a r a t i o n  o-f a n i o n s ,  a n d  a  b o n d e d  
s u l p h o n i c  a c i d  g r o u p  - f or  t h e  s e p a r a t i o n  o-f c a t i o n s .  Two  
i m p o r t a n t  v a r i a b l e s  c o n t r o l l i n g  t h e  s u c c e s s  i n  i o n  e x c h a n g e  
c h r o m a t o g r a p h y  a r e  t h e  i o n i c  s t r e n g t h  o-f t h e  e l u e n t  a n d  t h e  pH 
o f  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n .  T h e  pH o f  t h e  b u f f e r  s o l u t i o n  c o n t r o l s  
t h e  i o n i z a t i o n  o f  a c i d s  a n d  b a s e s  b e i n g  c h r o m a t o g r a p h e d  a s  w e l l  
a s  t h e  d e g r e e  o f  i o n i z a t i o n  o f  t h e  i o n  e x c h a n g e  g r o u p s .  Th e  
c l a s s i c a l  i o n - e x c h a n g e  r e s i n  i n  u s u a l l y  a  s t y r e n e - d i v i n y l  
b e n z e n e  c o p o l y m e r  w h i c h  h a s  b e e n  c r o s s - 1 i n K e d  t o  p r o v i d e  
m e c h a n i c a l  r i g i d i t y ,  w i t h  i o n  e x c h a n g e  g r o u p s  b u i l t  i n t o  a  
ma t  r i x . Th e s e  r e s i n s  s w e l l  w h e n  p l a c e d  i n  w a t e r ,  t o  a  l e s s  
e x t e n t ,  i n  o r g a n i c  s o l v e n t s .  T h e  r e s i n  i s  a l s o  p o r o u s ,  s o  
s e p a r a t i o n  b y  s i z e  c a n  a l s o  o c c u r .  C h e m i c a l l y  b o n d e d  
e x c h a n g e r s  a d v o  i d  t h e  s w e l l i n g  p r o b l e m .  T h e y  c o n s i s t  o f  a  
n o n - p o r o u s  s i l i c a  m a t r i x  t o  w h i c h  t h e  f u n c t i o n a l  g r o u p  a r e  
b o n d e d  c o v a l e n t l y  t o  c r o s s - 1  i n K e d  s i l i c o n e  n e t w o r k ' .  I o n  
e x c h a n g e  H . P . L . C .  i s  u s e d  t o  s e p a r a t e  a c i d i c  o r  b a s i c  i o n i z a b l e  
s p e c i e s  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t  l e s s  t h a n  £ 0 0 0 .
S t e r i c  e x c l u s i o n  c h r o m a t o g r a p h y  i s  t h e  s e p a r a t i o n  o f  
s a m p l e  c o m p o n e n t s  a c c o r d i n g  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e i r  s i z e  o r  
s h a p e .  Th i s  m e t h o d  o f  s e p a r a t i o n  i s  u n i q u e  a mo n g  H . P . L . C .  
m e c h a n  i s m s  a s  i t  r e l i e s  e n t i r e l y  o n  t h e  p h y s i c a l  r e s t r i c t i o n  o f
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m o l e c u l e s  m o v i n g  t h r o u g h  a  p a c K e d  c o l u m n  r a t h e r  t h a n  o n  a n y  
i n t e r a c t i v e  a c t i o n .  T h e  t e r m  g e l  f i l t r a t i o n  i s  u s e d  w h e n  
s e p a r a t i n g  s a m p l e s  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n .  G e l  p e r m e a t i o n  
c h r o m a i o g r a p h y  d e s c r i b e s  s i m i l a r  s e p a r a t i o n  p r o c e s s e s  p e r f o r m e d  
i n  n o n - a q u e o u s  m e d i a .  B o t h  a r e  s o m e t i m e s  c a l l e d  c o l l e c t i v e l y  
a s  g e l  c h r o m a t o g r a p h y .
In p r a c t i c i n g  g e l  c h r o m a t o g r a p h y ,  t h e  s a m p l e  u s u a l l y  
c o n t a i n s  a  m i x t u r e  o f  c o m p o n e n t s  o f  d i f f e r i n g  s i z e s  a n d  t h e  
c o l u m n  p a c K i n g  w i l l  p o s s e s  a  r a n g e  o f  p o r e  d i a m e t e r s .  I f ,  f o r  
e x a m p l e ,  a  t w o - c o m p o n e n t  m i x t u r e  i s  i n t r o d u c e d  i t  may h a v e  o n e  
o f  h i g h  m o l e c u l a r  s i z e  a n d  t h e  o t h e r  o f  l o w  m o l e c u l a r  s i z e .
T h e  l a r g e r  s p e c i e s  w i l l  b e  u n a b l e  t o  p e n e r a t e  t h e  p o r e s  o f  t h e  
c o l u m n  p a c k i n g  m a t e r i a l .  T h e  s m a l l  m o l e c u l e  i s  f r e e  t o  d i f f u s e  
i n t o  t h e  p o o l s  o f  m o b i l e  p h a s e  h e l d  i n  t h e  i n t e r n a l  p o r e s  o f  
t h e  c o l u m n  p a c k i n g  m a t e r i a l  ? c o n s e q u e n t l y ,  e l u t i o n  o f  t h e  
s m a l l e r  s p e c i e s  f r o m  t h e  c o l u m n  w i l l  r e q u  i r e  a  l a r g e r  r e t e n t i o n  
v o l u m e  o f  m o b i l e  p h a s e .  A d s o r p t i o n  o n t o  t h e  g e l  may p l a y  s o m e  
p a r t  i n  t h e  s e p a r a t  i o n  p r o c e s s e s  ,  b u t  i n  a  p r o p e r l y  d e s i g n e d  
s y s t e m  t h i s  e f f e c t  s h o u l d  b e  m i n i m a l .
R e t e n t i o n  t i m e  i n  g e l  c h r o m a t o g r a p h y  i s  u s u a l l y  s h o r t e r  
t h a n  o t h e r  H . P . L . C .  m e c h a n i s m s .  G r a d i e n t  e l u t i o n  i s  u s u a l l y  
n o t  r e q u i r e d .  T h e  s h o r t  r e t e n t i o n  t i m e  a l s o  g i v e s  n a r r o w  
s o l u t e  p e a k s  w h i c h  a r e  e a s i e r  t o  d e t e c t  a n d  d o  n o t  g i v e  r i s e  
t o  t h e  p r o b l e m s  o f  d e t e c t i o n  l i m i t s  i n  o t h e r  f o r m s  o f  H . P . L . C .  
d u e  t o  m o r e  s a m p l e  d i f f u s i o n .  Th e  r e t e n t i o n  t i m e  i n  t h i s  
m e t h o d  i s  a  f u n c t i o n  o f  m o l e c u l a r  s i z e .  B e c a u s e  i n t e r m o  1 e c u  1 a r
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■ f o r c e s  a r e  a b s e n t  i n  t h e  s e p a r a t i o n  p r o c e s s ,  t h e  c o l u m n  d o e s  
n o t  a c c u m u l a t e  s t r o n g l y  r e t a i n e d  m o l e c u l e s .  T h i s  m e a n s  a  l o n g  
c o l u m n  1 i - f e t  i me  ,  a n d  p r e c o u l m n  i s  u s u a l l y  n o t  r e q u i r e d  i n  t h i s  
m e t h o d .  H o w e v e r ,  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  d i f f e r e n c e  o f  1 Q ‘A  o r  mo r e  
a r e  u s u a l l y  r e q u i r e d  t o  o b t a i n  s e p a r a t i o n ,  s o  t h i s  t e c h n i q u e  
d o e s  n o t  g i v e  c o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  c o m p l e x  m i x t u r e s .  I t  i s  
v e r y  u s e f u l  t o  p e r f o r m  p r e l i m i n a r y  s e p a r a t i o n  o r  a s  a  m e t h o d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  d i s t r i b u t i o n  o f  p o l y m e r s .
E .  H . P . L . C .  DETECTORS
Many t y p e s  o f  d e t e c t i o n  s y s t e m  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  f o r
H . P . L . C .  p r a c t i c e s ,  v a r i o u s  r e v i e w s  o f  H . P . L . C .  d e t e c t o r s  w e r e  
p u b l i s h e d  e l s e w h e r e  ( 1 5 9 > < 1 6 0 > .  Mo r e  n e w d e t e c t o r s  a r e  u n d e r  
d e v e l o p i n g  f o r  H . P . L . C .  a p p l i c a t i o n s .  T h i s  s e c t i o n  w i l l  
b r i e f l y  d i s c u s s  s e v e r a l  g e n e r a l  d e t e c t o r s  f o r  H . P . L . C .  
p r a c t  i c e s .
1 .  REFRACTI VE INDEX DETECTORS  
R e f r a c t i v e  i n d e x  d e t e c t o r s  ( R . I . D )  f u n c t i o n  b y  m e a s u r i n g  
t h e  c h a n g e  i n  r e f r a c t i v e  i n d e x  i n  t h e  e l u e n t  a s  t h e  s a m p l e
c o m p o n e n t s  f l o w s  t h r o u g h  t h e  s a m p l e  c e l l .  S i n c e  t h e  r e f r a c t i v e
i n d e x  o f  a  c o m p o u n d  d e p e n d s  o n  t h e  t e m p e r a t u r e ,  f o r  h i g h  
s e n s i t i v i t y  t h e r m o s t a t t i n g  o f  t h e  s a m p l e  a n d  r e f e r e n c e  c e l l  i s  
n e c e s s a r y  t o  a d v o i d  d r i f t .  R e f r a c t i v e  i n d e x  d e t e c t o r s  h a v e  t h e  
a d v a n t a g e  t h a t  t h e y  a r e  c a p a b l e  o f  d e t e c t i n g  v i r t u a l l y  a l l  
c o m p o n e n t s  i n  t h e  s a m p l e  p r o v i d e d  t h a t  t h e  r e f r a c t i v e  i n d e x  o f
t h e  s a m p l e  c o m p o n e n t  i s  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  t h e  e l u e n t .  The
d e t e c t i o n  l i m i t  o f  a  m o d e r n  R . I . D .  i s  a b o u t  1 0 ~ ^  g / m l  o f  c o l u m n
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e f f l u e n t .  I t  i s  a n  u n i v e r s a l  d e t e c t o r  w i t h  m o d e r a t e  
s e n s i t i v i t y  a n d  i s  s e n s i t i v e  t o  t e m p e r a t u r e  a n d  p r e s s u r e  
f l u c t u a t i o n  o f  t h e  m o b i l e  p h a s e .
£ .  PHOTOMETRIC DETECTORS
D e t e c t o r s  b a s e d  o n  t h e  a b s o r b a n c e  o f  l i g h t  i n  U . V .  o r  
v i s i b l e  r e g i o n s  o f  t h e  s p e c t r u m  a r e  b y  f a r  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  
d e t e c t i o n  s y s t e m s  i n  H . P . L . C .  p r a c t i c e s .  T h e s e  d e t e c t o r s  
m e a s u r e  t h e  c h a n g e  i n  t h e  l i g h t  a b s o r p t i o n  a s  t h e  s o l u t e  p a s s e s  
t h r o u g h  a f l o w  c e l l  i n  a  U . V .  o r  v i s i b l e  l i g h t  t r a n s p a r e n t  
s o l v e n t .  Pi l o w - p r e s s u r e  m e r c u r y  l a m p  a s  t h e  l i g h t  s o u r c e  i s  
t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  i n  t h i s  t y p e  o f  d e t e c t o r . ,  d u e  t o  i t s  h i g h  
i n t e r s i t y  p r e d o m i n t l y  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  2 5 3 . 7  nm.  T h i s  
h i g h - e n e r g y  o u t p u t  h a s  e n a b l e d  s i m p l e  y e t  h i g h - p e r f o r m a c e  
d e t e c t o r s  t o  b e  c o n s t r u c t e d  w i t h  f l o w  c e l l s  o f  q u i t e  l o w  
i n t e r n a l  v o l u m e ,  n o r m a l l y  l e s s  t h a n  1 0  m i c r o l i t e r  w i t h  1 0  mm 
o p t i c a l  p a t h  l e n g t h .
B e c a u s e  d i f f e r e n t  c o m p o u n d s  h a v e  m a x i m u m  a b s o r p t i o n  a t  
d i f f e r e n t  w a v e l e n g t h s .  T h e r e  i s  a  d e m a n d  f o r  a  p h o t o m e t r i c  
d e t e c t o r s  w i t h  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  f o r  b e s t  s e n s i t i v i t y .
C o m m e r c i a l 1 y ,  a  d e u t e r i u m  l a mp  i s  u s e d  t o  c o v e r  t h e  s p e c t r u m  
f r o m  1 3 0  t o  3 7 0  nm a n d  a  t u n g s t e n  s o u r c e  i s  u s e d  t o  c o v e r  up t o  
t h e  v i s i b l e  r e g i o n .  H t e m p e r a t u r e - c o n t r o l l e d  d e u t e r i u m  l a mp  
c a n  b e  u s e d  t o  c o v e r  t h e  c o m p l e t e  U . V .  r e g i o n  w i t h  s t a b l e  
o u t p u t  .
T h e  b i g g e s t  b r e a K t h r o u g h  i n  H . P . L . C .  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  
i s  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  m o d e r n  d i o d e  a r r a y  t e c h n o l o g y .  In
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t r a d i t i o n a l  d e t e c t o r s ,  c o n t i n u o u s  d a t a  c a n  u s u a l l y  o n l y  b e  
o b t a i n e d  a t  o n e  p r e - s e l e c t e d  w a v e l e n g t h ,  w h i c h  l i m i t s  t h e  
a m o u n t  o f  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e  a n d  a  s p e c t r u m  s c a n  f o r  a  
c e r t a i n  c o m p o n e n t  i n  t h e  s a m p l e  c a n  o n l y  b e  a c h i e v e d  u n d e r  
s t o p p e d  f l o w  s t a t u s .  T h i s  f o r m  o f  s e r i a l  m e a s u r e m e n t  i s  
t e d i o u s  a n d  s l o w ,  t a K  i n g  t i m e  c o n s u m i n g  s e c o n d s  o r  m i n u t e s .
And i t  a l s o  l e a d s  t o  b a n d  b r o a d e n i n g ,  w h i c h  a d v e r s e l y  a f f e c t s  
s e p a r a t i o n  a n d  v i r t u a l l y  p r e c l u d e s  q u a n t i f i c a t i o n .  In  
a d d i t i o n ,  s t o p p e d  f l o w  s c a n n i n g  i s  i m p o s s i b l e  w i t h  m o d e r n  f a s t
H . P . L . C .  u s i n g  s m a l l  p a r t i c l e  s i z e  c o l u m n .  T h e  p h o t o - d i o d e  
a r r a y  d e t e c t i o n  t e c h n i q u e  i s  b a s e d  o n  a  d y n a m i c  s y s t e m  u s i n g  
r e v e r s e d  o p t i c s .  Q u i t e l y  s i m p l y ,  l i g h t  i s  p r o j e c t e d  t h r o u g h  
t h e  f l o w  c e l l ,  d i s p e r s e d  v i a  a  h o l o g r a p h i c  g r a t i n g  o n  t o  a  
n u m b e r  o f  p h o t o - s e n s  i t i v e  d i o d e s ,  r e s u l t i n g  i n  v o l t a g e .  T h i s  
i s  t h e n  c o n v e r t e d  t o  d i g i t a l  s i g n a l s  f o r  f u r t h e r  p r o c e s s i n g .  
D i o d e  a r r a y  t e c h n i q u e  a l l o w s  f o r  c o n t i n u o u s  s p e c t r a l  
d e t e r m i n a t i o n  d u r i n g  e l u t i o n ,  a n d  b e c a u s e  t h e  p r o c e s s  i s  r a p i d ,  
t h e  p r o b l e m  o f  s t o p p e d  f l o w  m e a s u r e m e n t  a r e  e l i m i n a t e d .  Th e  
s p e e d  o f  p h o t o - d i o d e  a r r a y  d e t e c t o r  c a n  s i m u l t a n e o u s l y  a c c e s s  
t o t a l  s p e c t r u m  i n f o r m a t i o n  f o r  e a c h  c o m p o n e n t  i n  t h e  s a m p l e .  A 
o u t p u t  f r o m  t h i s  d e t e c t o r  u s u a l l y  g i v e s  t h r e e  o r  f o u r  
d i m e n t  i o n a l  i n f o r m a t i o n  i n c l u d i n g  r e t e n t i o n  t i m e s ,  a b s o r p t i o n  
w a v e l e n g t h s ,  a n d  e x t e n t  o f  a b s o r p t i o n s  a t  d i f f e r e n t  
w a v e l e n g t h s .  I t  i s  c a p a b l e  o f  mu 1 1 i - w a v e  1 e n g t h  d e t e c t i o n ,  
w a v e l e n g t h  v a r i a t i o n ,  a b s o r p b a n c e  r a t i o  c a l c u l a t i o n  i n d i c a t i n g  
p e a K  p u r i t y  a n d  t o t a l  w a v e l e n g t h  c h r o m a t o g r a p h y . I t  i s  t h e
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m o s t  a d v a n c e d  p h o - t o m e t r  i c  d e t e c t i o n  s y s t e m  - f or  H . P . L . C  
p r a c t i c e s .  T h e  s e n s i t i v i t y  o f  a  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  i s  a b o u t  
1 n g / m l  o f e f - f  l u e n t .
0 -f c o u r s e ,  n o t  a l l  m o l e c u l e s  p o s s e s s  a  s u f f i c i e n t l y  s t r o n g  
UV or  v i s i b l e  c h r o m o p h o r e  - f or  s a t i s f a c t o r y  d e t e c t i o n .  F o r m i n g  
U . V .  o r  v i s i b l e  a b s o r b i n g  d e r i v a t i v e s  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  u s i n g  
e i t h e r  a  p r e - c o l u m n  o r  p o s t - c o l u m n  r e a c t i o n  i s  o f t e n  
a d v a n t a g e o u s .
A l t h o u g h  t h e r e  h a s  b e e n  s o m e  i n t e r e s t  i n  a  p h o t o m e t r i c  
d e t e c t o r  o p e r a t i n g  i n  t h e  i n f r a r e d  r e g i o n  o f  t h e  s p e c t r u m ,  
t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  l i t t l e  i n t e r e s t  f r o m  c o m m e r c i a l  
i n s t r u m e n t a l  m a r k e t  d u e  t o  t h e  s e v e r e  r e s t r i c t i o n  o n  t h e  
s o l v e n t s  t h a t  may b e  e m p l o y e d  a s  a  m o b i l e  p h a s e .
3 .  FLUORESCENCE DETECTOR
F l u o r e s c e n c e  d e t e c t o r s  a r e  a mo n g  t h e  m o s t  s e n s i t i v e  
d e t e c t i o n  s y s t e m s  i n  H . P . L . C .  a p p l i c a t i o n s .  T h e y  a l s o  e n j o y  
g o o d  s e l e c t i v i t y .  In t h i s  d e t e c t o r ,  t h e  c o m p o n e n t  o f  i n t e r e s t  
i s  e x c i t e d  b y  a  b e a m  o f  s t r o n g  U . V .  r a d i a t i o n  a t  a  g i v e n  
w a v e l e n g t h ,  n o r m a l l y  f r o m  a  x e n o n  l a m p .  T h e  f l u o r e s c e n t  e n e r g y  
w h i c h  i s  e m i t t e d  a t  a  l o n g e r  w a v e l e n g t h  i s  d e t e c t e d .
S e n s i t i v i t y  a n d  s e l e c t i v i t y  c a n  b e  i n c r e a s e d  b y  c a r e f u l  
s e l e c t i o n  o f  b o t h  e x c i t a t i o n  a n d  f l u o r e s c e n t  w a v e l e n g t h s .  
C o m p o u n d s  w h i c h  a r e  n o t  n a t u r a l l y  f l u o r e s c e n t  c a n  b e  r e a c t e d  
w i t h  f l u o r i g e n i c  r e a g e n t s  t o  f o r m  f l u o r e s c e n t  d e r i v a t i v e s  f o r  
d e t e c t i o n .  T h e  i n t e n s i t y  o f  f l u o r e s c e n t  e m i s s i o n  i s  d e p e n d e n t  
o n  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  e x c i t a t i o n  r a d i a t i o n .  S i n c e  t h i s
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r a d i a t i o n  i s  o f  n e c e s s i t y  a b s o r b e d  b y  t h e  c o m p o u n d s  p r e s e n t  i n  
t h e  - f l o w c e x l .  T h e  e f f e c t i v e  i n t e n s i t y  o f  t h e  s o u r c e  d e c r e a s e s  
w h e n  s t r o n g  a b s o r p t i o n  o c c u r s ,  l e a d i n g  t o  a n  a p p a r e n t  
n o n - 1  i n e a r i t y  o f  t h e  d e t e c t o r .  T h e r e f o r e ,  q u a n t i t a t i o n  by  
f l u o r i m e t r i c  m e t h o d s  i s  b e s t  p e r f o r m e d  w i t h  d i l u t e  s o l u t i o n s  
a n d  w i t h  U . V .  t r a n s p a r e n t  m o b i l e  p h a s e s .
4 .  ELECTROCHEMICAL DETECTORS
Many c o m p o u n d s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a n  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  
w i l l  b e  o x i d i z e d  o r  r e d u c e d .  T h e  c u r r e n t  r e s u l t i n g  f r o m  t h e s e  
r e a c t i o n s  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  q u a n t i t y  o f  t h e  e l e c t r o a c t i v e  
c o m p o u n d s  e l u t i n g  f r o m  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  c o l u m n .  T h i s  i s  t h e  
b a s i s  f o r  e l e c t r o c h e m i c a l  d e t e c t i o n .  C o m m e r c i a l  p r o d u c t s  a r e  
n o w a v a i l a b l e  o n  t h e  m a r K e t . U s u a l l y  a  d u a l - a n a l y s i s  p o r o u s  
g r a p h i t e  e l e c t r o d e s  w i t h  l a r g e  s u r f a c e  a r e a  a r e  u s e d  f o r  
e f f i c i e n t  e l e c t r o c h e m i c a l  r e a c t i o n s  < 1 S 1 ) .  T h e y  a r e  p l a c e d  i n  
s e r i e s  i n  t h e  c e l l  s o  t h a t  t h e  c o l u m n  e f f l u e n t  f l o w  t h r o u g h  
r a t h e r  t h a n  p a s s  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  e l e c t r o d e s .  Th e  
e 1 e c t r o c h e m i c a l  r e a c t  i o n  r e s p o n s i b l e  f o r  d e t e c t i o n  c a n  b e  1 0 0 X 
c o m p l e t e  e v e n  a t  h i g h  f l o w  r a t e  up t o  4  m l / m i n .  E a c h  e l e c t r o d e  
p r o d u c e s  a n  i n d e p e n d e n t  s i g n a l  p r o v i d i n g  f o r  i n c r e a s e d  
f l e x i b i l i t y  i n  o p e r a t i o n .  T h e  t o t a l  f l o w  c e l l  v o l u m e  c a n  b e  a s  
l o w  a s  5  m i c r o l i t e r s .  S e n s i t i v i t y  i s  n o r m a l l y  a r o u n d  0 . 1  n g / m l  
o f  e f f l u e n t .  A m a j o r  p r o b l e m  i n  t h i s  d e t e c t o r  i s  t h e  
c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  e l e c t r o d e s  b y  a b s o r b e d  i m p u r i t i e s ’ 
h o w e v e r ,  i t  i s  a  s e n s i t i v e  a n d  s e l e c t i v e  d e t e c t o r .
5 .  W S S  SPECTROMETERS
T h e  m a s s  s p e c t r o m e t e r  i s  p r o b a b l y  t h e  m o s t  p o w e r f u l
H . P . L . C .  d e t e c t o r  o n  t h e  m a r K e t  a t  p r e s e n t .  H . P . L . C . - M . S . 
s y s t e m s  a r e  now a v a i l a b l e  f r o m  i n s t r u m e n t  c o m p a n i e s  s u c h  a s  
F i n n i g a n ,  V . G .  I n s t r u m e n t ,  Hew 1 e t t - P a c K a r d  C o .  a n d  N e r m a g ,  
F r a n c e  a t  t h e  t i m e  o f  t h i s  w r i t t i n g .  I t  t o o n  s e v e r a l  y e a r s  t o  
d e v e l o p  a  G . C . / M . S .  i n t e r f a c e  t h a t  s i m p l y  h a d  t o  r e m o v e  
s i g n i f i c a n t  p o r t i o n s  o f  h e l i u m  g a s  f r o m  t h e  G . C .  e l u e n t .  Th e
H . P . L . C . / M . S . i n t e r f a c e  m u s t  e i t h e r  r a p i d l y  r e m o v e  l a r g e
p o r t i o n s  o f  t h e  e l u e n t ,  w h i c h  may i n c l u d e  c o m p o n e n t s  a s  d i v e r s  
a s  w a t e r  a n d  b u f f e r s ,  o r  a l l o w  d i r e c t  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  
e f f l u e n t  i n t o  t h e  h i g h  v a c u u m  s y s t e m  o f  t h e  m a s s  s p e c t r o m e t e r .  
U n l i K e  t h e  p r o b l e m  i n  G . C . / M . S .  i n t e r f a c i n g ,  t h e  H . P . L . C . /\A. S . 
i n t e r f a c e  m u s t  u n i t e  a n  i n s t r u m e n t  t h a t  n o r m a l l y  o p e r a t e s  i n  
t h e  l i q u i d  p h a s e  < l m l / m i n ,  i . e .  1 0 0 0  ml g a s / m i n ) w i t h  a n o t h e r  
i n s t r u m e n t  t h a t  n o r m a l l y  o p e r a t e s  a t  h i g h  v a c u u m  Cl © - 7  t o r r ) .  
Two m a j o r  i n t e r f a c i n g  m e t h o d s  a r e  c u r r e n t l y  u s e d  by  i n s t r u m e n t  
p r o d u c t i o n  c o m p a n i e s ,  t h e  m o v i n g  b e l t  t r a n s p o r t  m e t h o d  u s e d  by  
F i n n i g a n  a n d  V . G .  I n t r u m e n t  a n d  t h e  d i r e c t  l i q u i d  i n t r o d u c t i o n  
s y s t e m s  C D . L . I . )  u s e d  b y  H e w l e t t - P a c k a r d  C o .  a n d  N e r m a g  i n  
F r  an  c e { 1 6 2  5 .
I n  t h e  D . L . I .  m e t h o d ,  e f f l u e n t  i s  v a p o r i z e  t h r o u g h  a  5  
m i c r o n  p i n h o l e  o f  a  d d i a p h r a g m  d i r e c t l y  i n t o  t h e  i o n  s o u r c e .  
Wh e n  u s i n g  n o r m a 1 b o r e  c o l u m n  w i t h  a  f l o w  r a t e  o f  1 m l / m i n ,  a  
s p l i t t e r  a l l o w s  I X o f  t h e  e f f l u e n t  t o  e n t e r  t h e  m a s s
s p e c t r o m e t e r .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  e n t i r e  e f f l u e n t  c a n  b e
i n t r o d u c e s  i n t o  t h e  M . S .  i f  t h e  s e p a r a t i o n  i s  c o n d u c t e d  b y
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m i c r o b o r e  H . P . L . C .  a t  - f l o w  r a t e s  o-f 10  "to £ 0  m i c r o l i t e r  p e r  
m i n u t e .  H o w e v e r ,  o p e r a t i o n  o-f t h e  m a s s  s p e c t r o m e t e r  w i t h  
D . L . I .  i s  r e s t r i c t e d  t o  c h e m i c a l  i o n i z a t i o n  m o d e ,  w h i c h  u s u a l l y  
p r o v i d e s  m o l e c u l a r  m a s s  i n f o r m a t i o n  b u t  i s  o f t e n  o f  l i m i t e d  
v a l u e  f o r  d e t a i l e d  s t r u c t u r e  c h a r a c t e r i z a t i o n .  E x t e n s i o n  o f  
t h e  H . P . L . C . - D . L . I . - M . S . s y s t e m  t o  a  t a n d e m  M . S .  w i l l  s o l v e  
t h i s  p r o b l e m  a l t h o u g h  i t  i s  m o r e  e x p e n s i v e .  In t h e  t a n d e m  M . S .  
c o n d i t i o n ,  t h e  e f f l u e n t  f r o m  H . P . L . C .  c a n  b e  i n t r o d u c e d  
d i r e c t l y  i n t o  t h e  M . S .  i o n  s o u r c e .  P r o t o n a t e d  m o l e c u l a r  i o n s  
a r e  s e l e c t i v e l y  t r a n s m i t t e d  t h r o u g h  t h e  f i r s t  q u a d r u p o l e  a n d  
p a s s e d  i n t o  a  s e c o n d  c h a m b e r  w h e r e  t h e y  u n d e r g o  
c o 11 i s  i o n  -  i n d u c e d  d i s s o c i a t i o n .  Th e  v a r i o u s  i o n s  a r e  t h e n  
s u b j e c t e d  t o  c o n v e n t i o n a l  m a s s  a n a l y s i s  b y  s c a n n i n g  t h e  t h i r d  
q u a d r u p o l e  m a s s  a n a l y z e r .
In t h e  m o v i n g  b e l t  a p p r o a c h ,  t h e  H . P . L . C .  e l u e n t  i s  
d e p o s i t e d  o n  t h e  s u r f a c e  o f  c o n v e y o r  b e l t  ma d e  o f  i n e r t  p o l y m e r  
<a p o l y i i m i d e  m a t e r i a l ?  a n d  t h e  s o l v e n t  i s  v a p o r i z e d  a t  t h e  
b e l t  s u r f a c e .  T h e  b e l t  t r a v e r s e s  t h r o u g h  a  s e r i e s  o f  v a c u u m  
l o c K s  t h a t  p r o v i d e s  t h e  g r a d u a l  d r o p  f r o m  a t m o s p h e r i c  p r e s s u r e  
t o  h i g h  v a c u u m  o f  t h e  m a s s  s p e c t r o m e t e r . T h e  s o l u t e  r e m a i n i n g  
on  t h e  b e l t  i s  v a p o r i z e d  i n t o  t h e  M . S .  i o n  s o u r c e  a s  i t  p a s s e s  
i n  f r o n t  o f  t h e  f l a s h  h e a t e r .  T h i s  m e t h o d  a c t u a l l y  t r e a t s  t h e  
m a s s  s p e c t r o m e t e r  a s  a v a p o r  p h a s e  t e c h n i q u e  a n d  a l l o w s  i t s  
o p e r a t i o n  i n  t h e  c o n v e n t i o n a l  m o d e s  ( e l e c t r o n  i m p a c t  i o n i z a t i o n  
o r  c h e m i c a l  i o n i z a t i o n ? .
A n e w t e c h n i q u e  i n  i n t e r f a c i n g  H . P . L . C .  w i t h  M . S .  i s  t h e
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t h e r m o s p r a y  m e t h o d  w h i c h  t h e  a u t h o r  e n c o u n t e r e d  a t  t h e  
P i t t s b u r g h  C o n f e r e n c e ,  1 9 8 5  i n  New O r l e a n s .  I t  i s  t h e  r e s u l t  
o-f t h e  p i o n e e r i n g  u o r K  o-f M a r v i n  V e s t a l  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  
H o u s t o n .
In t h i s  t e c h n i q u e ,  t h e  e f f l u e n t  f r o m  t h e  H . P . L . C .  p a s s e s  
t h r o u g h  a h e a t e d  n a r r o w  t u b e ,  a n d  e n t e r s  i n t o  t h e  i o n  s o u r c e  a s  
a  f i n e  j e t  s p r a y ,  a n  e x p a n s i o n  v o l u m e  c o n n e c t e d  t o  a  h i g h - s p e e d  
m e c h a n i c a l  pump i s  p l a c e d  i n  t h e  l i n e  o f  t h e  j e t  s t r e a m  t o  
r e m o v e  t h e  m o b i l e  p h a s e .  I o n i z a t i o n  i s  i n i t i a t e d  b y  
i n t r o d u c i n g  o r g a n i c  s o l u t e s  w i t h  i o n s  p r e s e n t  i n  t h e  m o b i l e  
p h a s e  f r o m  i o n i c  b u f f e r s  o r  o t h e r  m o d i f i e r s .  P r o t o n a t e d  s o l u t e  
i o n s  o r  o t h e r  a d d u c t  i o n s  e n t e r  t h e  v a p o r  p h a s e  d i r e c t l y  f r o m  
t h e  c o n d e n s e  p h a s e .  I o n s  i n  t h e  j e t  s t r e a m  a r e  e x t r a c t e d  i n t o  
t h e  m a s s  a n a l y z e r  a s  t h e y  p a s s  t h r o u g h  t h e  i o n  s o u r c e .  T h i s  
m e t h o d  a l l o w s  H . P . L . C .  f l o w  r a t e  up t o  2  m l / m i n ,  e v e n  w i t h  
w a t e r  a s  t h e  s o l v e n t .
U s i n g  M . S .  a s  H . P . L . C .  d e t e c t o r  e n a b l e s  o n e  t o  t a k e  t h e  
a d v a n t a g e s  o f  t h e  g o o d  s e n s i t i v i t y  o f  M . S .  a n d  i t s  s t r u c t u r e  
i d e n t i f i c a t i o n  c a p a b i l i t y .
O t h e r  d e t e c t o r s  u s e d  i n  H . P . L . C .  i n c l u d e  r a d i o a c t i v e  
d e t e c t o r s  , e l e c t r i c a l  c o n d u c t i v i t y  d e t e c t o r s  a n d  e l e c t r o n  
c a p t u r e  d e t e c t o r s .  T h e y  a r e  l e s s  p o p u l a r  i n  H . P . L . C .  
p r a c t  i c e s .
G e n e r a l l y  s p e a k i n g ,  a  g o o d  H . P . L . C .  d e t e c t o r  s h o u l d  h a v e  
t h e  f o l l o w i n g  c h a r a c t e r i s t i c s :  g o o d  s e n s i t i v i t y  < 1 0 g / m l  o r  
b e t t e r ) ,  c o n t i n u o u s  o p e r a t i o n ,  i n s e n s i t i v i t y  t o w a r d  t e m p e r a t u r e
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a n d  m o b i l e  p h a s e  v e l o c i t y  c h a n g e ,  h a v i n g  a  l o u  d e a d  v o l u m e ,  a n d  
b e i n g  r e l i a b l e  a n d  c o n v e n i e n t  t o  u s e .
1 6 2
CHAPTER 3  IMPROVING FLAME A . A .  S E N S I T I V I T Y  BY ULTRASONI C  
NEBULI ZATI ON
A.  INTRODUCTI ON
Th e  - f i n a l  9 0 a !  o-f t h i s -  s t u d y  i s  t o  d e v e l o p e  m e t h o d s  by  
u s i n g  H . P . L . C . - A . A .  f o r  m e t a l  s p e c i a t i o n  s t u d i e s .  In m e t a l  
s p e c i a t i o n  s t u d i e s ,  u n l i K e  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  d e t e r m i n a t i o n  
o n e  i s  l o o K i n g  a t  t h e  c h e m i c a l s  w h i c h  ma k e  up  t h e  t o t a l  
c o n c e n t r a t i o n .  As  g e n e r a l l y  K n o w n ,  a v a i l a b l e  f l a m e  A . A .  
m e t h o d s  o f f e r  l e s s  s e n s i t i v i t y  t h a n  f u r n a c e  t e c h n i q u e s .  A l s o ,  
a s  d e s c r i b e d  e a r l i e r ,  d i f f i c u l t i e s  w e r e  e n c o u n t e r e d  w h e n  o n e  
t r i e d  t o  i n t e r f a c e  H . P . L . C .  a n d  f u r n a c e  A . A .  d i r e c t l y  < 1 5 3 ) .
Th e  l a r g e  q u a n t i t y  o f  m o b i l e  p h a s e  f r o m  t h e  c o l u m n  s h o r t e n s  t h e  
l i f e  t i m e  o f  a t o m i z e r s .  I t  w a s  t h e r e f o r e  e s s e n t i a l  t o  i m p o r v e  
f l a m e  A . A .  s e n s i t i v i t i e s  t o  e n a b l e  d i r e c t  a n a l y s i s  o f  m e t a l s  i n  
b o d y  f l u i d s .  W i t h  i m p r o v e d  s e n s i t i v i t i e s ,  i t  w o u l d  t h e n  b e  
p o s s i b l e  t o  s p e c i a t e  m e t a l  c o m p o u n d s  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  by  
i n t e r f a c i n g  f l a m e  A . A .  w i t h  H . P . L . C .  Mo r e  d i s c u s s i o n  o n  m e t a l  
s p e c i a t i o n  u s i n g  a c o m b i n a t i o n  o f  H . P . L . C .  a n d  f l a m e  A . A  w i l l  
f o l l o w  i n  t h e  f o l l o w i n g  c h a p t e r s .
N e b u l i z a t i o n  a n d  d e s o l v a t i o n  a r e  e s s e n t i a l  s t e p s  i n  f l a m e
A . A .  p r o c e s s e s  b e f o r e  s e m p l e  a t o m i z a t i o n .  I t  i s  p o s s i b l e  t o  
i m p r o v e  a t o m i z a t i o n  e f f i c i e n c y  a n d  s e n s i t i v i t i e s  b y  i m p r o v i n g  
t h e  n e b u l i z a t i o n  a n d  d e s s o l v a t i o n  e f f i c i e n c i e s .  In t h i s  s t u d y ,  
t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  d e s c r i b e d  e a r l i e r  w a s  u s e d  a s  t h e  
n e b u l i z a t i o n  d e v i c e  w i t h  a  c o m m e r c i a l  f l a m e  A . A .  s y s t e m  t o  
i m p r o v e  n e b u l i z a t i o n  e f f i c i e n c y .  I m p r o v i n g  d e s o l v a t i o n  o f
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d r o p l e t s  w a s  a c h i e v e d  b y  h e a t i n g  t h e  A . A .  b u r n e r  c h a m b e r  a n d  
b u r n e r  n e c K  b e f o r e  d r o p l e t s  r e a c h e d  t h e  f l a m e ,  i . e .  d e s o l v a t i o n  
o u t s i d e  t h e  f l a m e .
A l t h o u g h  p r e v i o u s  s t u d i e s  b y  a  c o - w o r K e r  i n  o u r  g r o u p  
i n d i c a t e d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  b e t t e r  s e n s i t i v i t y  i n  f l a m e  A . A .  
u s i n g  a  s i m i l a r  n e b u l i z e r  ma d e  o f  a l u m i n u m  o p e r a t e d  a t  a  
f r e q u e n n c y  o f  7 8 . 0  KHz < 1 6 3 ) ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  a l u m i n u m  
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  g a v e  u n r e p r o d u c i b 1 e p e r f o r m a n c e  d u e  t o  
c h e m i c a l  c o r r o s i o n  o n  t h e  n e b u l i z i n g  s u r f a c e . A t i t a n i u m  
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  o p e r a t e d  a t  5 7 . 7  KHz w a s  t h e n  u s e d  i n  t h i s  
s t u d y  t o  o v e r c o m e  t h e  c o r r o s i o n  p r o b l e m .  Mo r e  e l m , e n t s  w e r e  
c h o s e n  i n  t h i s  s t u d y  t o  g i v e  a  s y s t e m a t i c  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h i s  
u n i q u e  n e b u l i z e r .
F l a m e  p r o c e s s e s  a c t u a l l y  i n v o l v e  a  s e r i e s  o f  s t e p s  ; 
h o w e v e r ,  i m p r o v i n g  n e b u l i z a t i o n  a n d  d e s o l v a t i o n  e f f i c i e n c i e s  
s e e m  t o  g i v e  b e t t e r  g r o u n d s  f o r  i m p r o v i n g  s e n s i t i v i t y  b e c a u s e  
t h e y  a r e  p o s s i b l y  t h e  o n l y  t w o  s t e p s  w h i c h  c a n  b e  p e r f o r m e d  
o u t s i d e  t h e  f l a m e  i n  f l a m e  A . A .  m e t h o d s .  O n c e  t h e  s a m p l e  
r e a c h e s  t h e  f l a m e ,  o n e  c a n  o n l y  c h a n g e  t h e  f l a m e  c o m p o s i t i o n  
i . e .  t h e  f l a m e  t e m p e r a t u r e ,  or  a d d  m o d i f i e r  i n  t h e  s a m p l e  t o  
a c h i e v e  b e t t e r  s e n s i t i v i t y .  A l s o ,  f r o m  r e v i e w i n g  d i f f e r e n t  
n e b u l i z a t i o n  s y s t e m s ,  n e b u l i z a t i o n  i s  t h e  s t e p  t h a t  i s  v e r y  
i n e f f i c i e n t  a n d  h a s  t h e  h i g h e s t  p o t e n t i a l  f o r  i m p r o v e m e n t  i n  
f  1 ame  A . A .
B .  CHEMICALS AND SOLUTI ONS
1.  CHEMICALS
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S t o c K  s o l u t i o n s  o-f 1 0 0 0  p p m w e r e  p r e p a r e d  - f r om s o u r c e s  a s  
t h e  - f o l l o w i n g  c o m m e r c i a l  p r o d u c t s !
a .  N i t r i c  A c i d  - -  J .  T .  B a K e r  C h e m i c a l  C o .
b .  H y d r o c h l o r  i c  A c i d  - -  J .  T .  B a K e r  C h e m i c a l  C o .
c .  N i  M e t a l  - -  A l - f a  P r o d u c t
d .  L e a d  N i t r a t e  - -  J .  T .  B a K e r  C h e m i c a l  C o .
e .  C a d m i u m  S u l - f a t e  - -  J .  T .  B a K e r  C h e m i c a l  C o .
-f .  Z i n c  M e t a l  - -  A l f a  P r o d u c t
g .  M a g n i s u m  - -  A l f a  P r o d u c t
h .  P o t a s s i u m  C h r o r n a t e  - -  MCB,  I n c .
i .  C a l c i u m  C a r b o n a t e  - -  MCB,  I n c .
j .  C o b a l t  —  A l f a  P r o d u c t
K.  I r o n  N i t r a t e  —  MCB, I n c .
1 .  D i s t i l l e d  d i o n i z e d  w a t e r  - -  p r e p a r e d  i n  t h e  l a b .
2 .  STANDARD S OLUTI ONS
a .  C o b a l t  s t a n d a r d  s o l u t i o n s
S t o c K  c o b a l t  s o l u t i o n ,  1 0 0 0  p p m ,  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  
t h e  P e r K  i n - E l m e r  p r o c e d u r e  ( 1 1 4 ) .  C o b a l t  m e t a l ,  1 . 0 0 0  g ,  w a s  
d i s s o l u e d  i n  a  m i n i m u m  v o l u m e  o f  ( 1 + 1 )  H C 1 ,  a n d  d i l u t e d  t o  1 
l i t e r  w i t h  W .  CV/ V)  HC1 .
A s t a n d a r d  t e s t  s o l u t i o n ,  12  p p m ,  w a s  ma d e  b y  a p p r o p r i a t e  
d i l u t i o n s  o f  t h e  1 0 0 0  p p m s t o c K  s o l u t i o n  u s i n g  v o l u m e t r i c  
f l a s K s  a n d  d e - i o n i z e d  w a t e r .
b .  I r o n  S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  i r o n  s o l u t i o n ,  1 0 0 0  p p m ,  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o
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t h e  P e r K  i n - E l m e r -  p r o c e d u r e  ( 1 1 4 ) .  I r o n  u i r e  ,  1 . 0 0 0  g ,  w a s  
d i s s o l v e d  i n  5 0  ml  o-f ( 1  + 1 )  HNO3 ,  a n d  d i l u t e d  t o  1 l i t e r  w i t h  
d e i o n i z e d  w a t e r .
A s t a n d a r d  t e s t  s o l u t i o n ,  10  p p m,  wa s  made  by  a p p r o p r i a t e  
d i l u t i o n s  o f  t h e  1 0 0 0  ppm s t o c K  s o l u t i o n s  u s i n g  v o l u m e t r i c  
f l a s K s  a nd  d e i o n i z e d  w a t e r .
c .  N i c K e l  S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  n i c K e l  s o l u t i o n ,  1 0 0 0  p p m ,  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  
t h e  Perk'  i n - E l  me r  S t a n d a r d  p r o c e d u r e  ( 1 1 4 ) .  N i c K e l  m e t a l ,  1 . 0 0 0  
g ,  w a s  d i s s o l v e d  i n  a  m i n i m u m  v o l u m e  o f  ( 1 + 1 ) HN0 3 ,  a n d  d i l u t e d  
t o  1 l i t e r  w i t h  I 'A  CV / V )  HN0 3 .
A s t a n d a r d  t e s t  s o l u t i o n ,  1 0  p p m ,  w a s  ma d e  b y  a p p r o p r i a t e
d i l u t i o n s  o f  t h e  1 0 0 0  p p m s t o c k  s o l u t i o n s  u s i n g  v o l u m e t r i c  
f l a s K s  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r .
d .  C h r o m i u m  S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  c h r o m i u m  s o l u t i o n ,  1 0 0 0  p p m ,  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  
t o  t h e  P e r K  i n - E l m e r  p r o c e d u r e  ( 1 1 4 ) .  P o t a s s i u m  C h r o m a t e ,  3 . 7 3 5
g ,  w a s  d i s s o l v e d  i n  1 l i t e r  o f  d e i o n i z e d  w a t e r .
A s t a n d a r d  t e s t  s o l u t i o n ,  5 p p m ,  a w s  ma d e  b y  a p p r o p r i a t e  
d i l u t i o n s  o f  t h e  1 0 0 0  p p m s t o c k '  s o l u t i o n  u s i n g  v o l u m e t r i c  
f l a s K s  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r .
e .  C o p p e r  S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  c o p p e r  s o l u t i o n ,  1 0 0 0  p p m ,  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  
t h e  P e r K  i n - E l m e r  s t a n d a r d  p r o c e d u r e  ( 1 1 4 ) .  C o p p e r  m e t a l ,  1 . 0 0 0  
g ,  w a s  d i s s o l v e d  i n  a  m i n i m u m  v o l u m e  o f  1 ! 1 n i t r i c  a c i d ,  a n d
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d i l u t e d  t o  1 l i t e r  w i t h  1 " '. < V / V )  n i t r i c  a c i d .
ft s t a n d a r d  t e s t  s o l u t i o n ,  5  p p m ,  u a s  ma d e  b y  a p p r o p r i a t e  
d i l u t i o n s  o-f t h e  1 0 0 0  p p m s t o c K  s o l u t i o n s  u s i n g  v o l u m e t r i c  
■ f l a s Ks  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r .
-f . L e a d  S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  l e a d  s o l u t i o n s ,  1 0 0 0  p p m ,  w a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  
t h e  P e r K  i n - E l m e r  s t a n d a r d  p r o c e d u r e  < 1 1 4 ) .  L e a d  N i t r a t e ,  1 . 5 S 8  
g ,  w a s  d i s s o l v e d  i n  1 l i t e r  o-f l ’A  n i t r i c  a c i d .
A s t a n d a r d  t e s t  s o l u t i o n ,  2 0  p p m ,  u a s  ma d e  b y  a p p r o p r i a t e  
d i l u t i o n s  o-f t h e  1 0 0 0  p p m s t o c K  s o l u t i o n s  u s i n g  v o l u m e t r i c  
- f l a s K s  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r .
g .  C a l c i u m  S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  c a l c i u m  s o l u t i o n s ,  5 0 0  p p m ,  u a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  
t o  t h e  P e r K  i n - E l m e r  s t a n d a r d  p r o c e d u r e  < 1 1 4 ) .  C a l c i u m  
c a r b o n a t e ,  1 . 2 4 9  g ,  w a s  d i s s o l v e d  i n  5 0  ml  o-f d e i o n i z e d  w a t e r .  
HC1 w a s  t h e n  a d d e d  d r o p u i s e  t o  c o m p l e t e  t h e  d i s s o l u t i o n  o-f 
c a l c i u m  c a r b o n a t e .  T h e  s o l u t i o n  u a s  t h e n  d i l u t e d  t o  1 l i t e r  
w i t h  d e i o n i z e d  w a t e r .
ft s t a n d a r d  t e s s t  s o l u t i o n ,  2  p p m,  u a s  made by a p p r o p r i a t e  
d i l u t i o n s  o-f t h e  5 0 0  ppm s t o c K  s o l u t i o n s  u s i n g  v o l u m e t r i c  
- f l a s K s  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r .
h .  M a g n e s i u m  S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  m a g n e s i u m  s o l u t i o n ,  1 0 0 0  p p m ,  u a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  
t o  t h e  P e r K i n - E l m e r  p r o c e d u r e  < 1 1 4 ) .  M a g n e s i u m  m e t a l ,  1 . 0 0 0  g ,  
u a s  d i s s o l v e d  i n  a  mi n u mu m v o l u m e  oHF <1 + 1 )  HC1 ,  a n d  d i l u t e d  t o  
1 l i t e r  w i t h  d e i o n i z e d  w a t e r .
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A s t a n d a r d  t e s t  s o l u t i o n ,  1 ppm,  u a s  m ade by a p p r o p i a t e  
d i l u t i o n s  o-f t h e  1 0 0 0  p p m s t o c K  s o l u t i o n s  u s i n g  v o l u m e t r i c  
■f l as Ks  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r .
i .  Z i n c  S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  z i n c  s o l u t i o n ,  5 0 0  p p m ,  u a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  
t h e  P e r K  i n - E l m e r  p r o c e d u r e  < 1 1 4 ) .  Z i n c  m e t a l ,  0 . 5 0 0  g ,  u a s  
d i s s o l v e d  i n  a  m i n i m u m  v o l u m e  o f  < 1 + 1 )  H C 1 ,  a n d  d i l u t e d  t o  1 
l i t e r  u i t h  \ V .  < V / V )  HC1 .
A s t a n d a r d  t e s t  s o l u t i o n ,  0 . 7 5  p p m u a s  ma d e  b y  a p p r o p i a t e  
d i l u t i o n s  o f  t h e  5 0 0  p p m  s t o c K  s o l u t i o n s  u s i n g  v o l u m e t r i c  
f l a s k s  a n d  d e i o n i z e d  w a t e r .
j .  Ca Kmi u m S t a n d a r d  S o l u t i o n s
S t o c K  c a d m i u m  s o l u t i o n ,  1 0 0 0  p p m ,  u a s  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  
t o  P e r K  i n - E l m e r  p r o c e d u r e  < 1 1 4 ) .  C a d m i u m  m e t a l ,  1 . 0 0 0  g ,  u a s  
d i s s o l v e d  i n  a  m i n i m u m  v o l u m e  o f  < 1 + 1 )  H C 1 , a n d  d i l u t e d  t o  1 
l i t e r  u i t h  W .  < V / V )  HC1 .
C.  I NSTRUMENTATI ON AND EQUI PMENT
1.  S a m p l e  d e l i v e r y  pump : L a b o r a t o r y  D a t a  C o n t r o l  
C o n s t a m e r t i c  I I I  a n d  W a t e r  A s s o c i a t e s  6 0 0 0  M.
S .  T i t a n i u m  U l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  < F i g u r e  3 6 )  : S o n o
TeK C o r p o r a i o n ,  M o d e l  8 3 0 8 - 2 - 6 0  T c ,  u i t h  p o u e r  s u p p l y .
3 .  A t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o m e t e r  < Pe r K i n - E l m e r  
3 0 3 B ) ,  s p r a y  c h a m b e r  a n d  b u r n e r  n e c k  e x t e n t i o n  d e s o l v a t i o n  u i t h  
p o u e r  s u p p l i e r s ,  a l s o  g a s  f l o w  r e g u l a t i o n ,  a n d  g a s  i n l e t  s y s t e m
a s  d e s c r i b e d  b y  a  c o - u o r K e r  i n  o u r  g r o u p  < 1 6 4 ) .  A s c h e m a t i c
d i a g r a m  f o r  t h e  b u r n e r  c h a m b e r ,  b u r n e r  n e c K  a n d  t h e  e q u i p p e d
1 6 8
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  i s  s h o w n  a s  f i g u r e  4 0 .
4 .  U l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  h o l d e r  : a  t e f l o n  n e b u l i z e r  
h o l d e r ,  s h o w n  a s  f i g u r e  4 1 ,  u a s  m a c h i n e d  f r o m  a  s o l i d  p i e c e  o f  
t e f l o n .  T h i s  d e s i g n  s e a l s  a n d  p r o t e c t s  t h e  p i e z o e l e c t r i c  d i s c s  
f r o m  s p r a y e d  l i q u i d s  w i t h o u t  a f f e c t i n g  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  
n e v b u l i z e r  d u e  t o  t i g h t n e s s .
5 .  R e c o r d e r  : L i n e a r  I n s t r u m e n t  C o r p o r a t i o n ,  Mo d e l
2 6 1  .
6 . A t o m i c  a b s o r p t i o n  l i g h t  s o u r c e s  : A d e m o u n t a b l e  
h o l l o w  c a t h o d e  s y s t e m  d e s i g n e d  a n d  b u i l t  i n  t h e  l a b  w a s  u s e d  
f o r  N i , P b ,  C d , a n d  Cu s t u d i e s .  P e r K i n - E l m e r  h o l l o w  c a t h o d e  
l a m p s  w e r e  u s e d  f o r  2 n , Mg ,  C a , P e  a n d  Co s t u d i e s .
7 .  S a m p l e  I n s t r o d u c t i o n  a n d  C o n n e c t i o n  i  A c a p i l l a r y  
s t a i n l e s s  s t e e l  t u b i n g  i n s e r t  w a s  c o n n e c t e d  t o  HPLC pump w i t h  a  
p i e c e  o f  t e f l o n  t u b i n g ,  s h o w n  a s  f i g u r e  4 2 .  T h i s  d e s i g n  u s i n g  
r e g u l a r  H . P . L . C .  s o l v e n t  d e l i v e r y  t u b i n g  f o r  s a m p l e  
i n t r o d u c t i o n .  Th e  H . P . L . C .  pump w a s  u s e d  t o  d r i v e  t h e  s a m p l e  
i n t o  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r .
8 . Ga s  F l o w  C o n t r o l  a n d  C o n n e c t i o n  s T h i s  u l t r a s o n i c  
n e b u l i z e r  d o e s  n o t  u t i l i z e  g a s  f o r  n e b u l i z a t i o n .  F u r t h e r  t h e  
s a m p l e  w a s  i n t r o d u c e d  a t  a  p o s i t i o n  s l i g h t l y  a b o v e  t h e  b e n d  
b e t w e e n  t h e  v e r t i c a l  a n d  h o r i z o n t a l  p o r t i o n s  o f  t h e  b u r n e r  
c h a m b e r .  C o n s e q u e n t l y ,  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  o x i d a n t  g a s  i n l e t  
w a s  n e c e s ; a a r y  w h e n  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  w a s  u s e d .  T h i s  
m o d i f i c a t i o n  i s  s h o w n  a s  f i g u r e  4 3 .  Th e  o r i g i n a l  s a m p l e  i n l e t  
w a s  m o d i f i e d  w i t h  a  p i e c e  o f  p l a s t i c  t u b i n g  a s  t h e  o x i d a n t
mm ui nmiiii umir
M llli-slil
B arte r Heati
fllW S iB B S -v
i t  \
Tangeitial a r 
Spiral Gas f l a w
flow Spailers
n
M ilif ic i P i  
N ib iliz ir
N rtiliz c r
We
N iir ife i  Trap
Figure 40. Burner and Ultrasonic Nebulizer 
Assembly
TEFLON HOUSING FOR THE ULTRASONIC NEBULIZER
N I T R O G E N  P U R G I N G  I N L E T
Figure 41. Teflon Ultrasonic Nebulizer Holder
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i n l e t .  T h i s  a l l o u e d  a  h i g h  v o l u m e  o-f g a s  t o  b e  - f ed  t h r o u g h  t h e  
c e n t e r  o-f t h e  b u r n e r  c h a m b e r  b a c K ,  i n s t e a d  o-f - f r o m t h e  s i d e .
I t  h e l p e d  t o  i m p r o v e  t h e  g a s  - f l ow p a t t e r n  a n d  r e l e a s e  - f l ow 
r e s t r i c t i o n .  T h e  o r i g i n a l  o x i d a n t  i n l e t  u a s  u s e d  a s  f u e l
i n l e t .  T h e  f u e l  g a s  m i x e d  w e l l  u i t h  t h e  o x i d a n t  g a s  u h e n  u s i n g
t h i s  c h a n g e . T h e  a u x i l i a r y  o x i d a n t  i n l e t  r e m a i n e d  u n c h a n g e d . 
F i g u r e  4 4  s h o u s  t h e  g a s  f l o u  s c h e m a t i c  a n d  t h e  p o s i t i o n  o f  
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  r e l a t i v e  t o  a l l  t h e  g a s  i n l e t s .  A l l  t h e
g a s e s  u e r e  s e p a r a t e l y  c o n t r o l l e d  u s i n g  t h r e e  d i f f e r e n t
r o t a m e t e r s .
D .  E XP ERI MENTAL PROCEDURES
T h e  s e n s i t i v i t i e s  o f  t e n  d i f f e r e n t  e l e m e n e n t s ,  i n c l u d i n g  
N i , Mg ,  C a ,  Z n ,  C d ,  Pb  ,  C r , F e ,  C o ,  a n d  C u , u e r e  s t u d i e d  u n d e r  
d i f f e r e n t  s a m p  1 e  f e e d  r a t e s ,  u s i n g  t h e  p r e p a r e d  t e s t  s o l u t i o n s .  
R e s u l t s  u e r e  o b t a i n e d  u s i n g :
a >  a  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r ,
b >  a  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r  a n d  h e a t i n g  t h e  b u r n e r  
c h a m b e r  a n d  b u r n e r  n e c K  e x t e n s i o n ,
c >  a  t i t a n i u m  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r ,  a n d
d >  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  a n d  h e a t i n g  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  
a n d  b u r n e r  n e c K  e x t e n s i o n .
A l l  t h e  s t u d i e s  u s i n g  a  P e r K i n - E l m e r  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  
n e b u l i z e r  u s e d  r e c o m m e n d e d  P . E .  f l a m e  A . A .  p r o c e d u r e s  ( 1 1 4 ) .
T h e  f l a m e  c o m p o s i t i o n  a n d  p o s i t i o n  u e r e  a d j u s t e d  a n d  o p t i m i z e d  
t o  o b t a i n  o p t i m u m  s e n s i t i v i t i e s  a n d  m e a s u r e  t h e  e f f e c t  o f  
c h a n g i n g  t h e  s a m p l e  f l o u  r a t e .
INTERFACING SLEEVE OF HPLC-AA
TEFLON PLASTIC TUBING
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Figure 44. Gas Control Diagram for the Ultrasonic 
Nehulizer-Flame A. A. System
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F o r  s t u d i e s  u s i n g  " t he  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r ,  s a m p l e  
s o l u t i o n s  u e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  s o l v e n t  r e s e r v o i r  o f  t h e  
H . P . L . C .  p u m p i n g  s y s t e m .  T h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  u a s  
c o n n e c t e d  t o  t h e  s o l v e n t  d e l i v e r y  s y s t e m  u s i n g  a  s t a i n l e s s  
s t e e l  s l e e v e  c o u p l e d  u i t h  t e f l o n  t u b i n g  ( F i g u r e  4 0 ) .  T h e  
u l t r a s o n i c  d r i v e  p o u e r  u a s  a d j u s t e d  a n d  o p t i m i z e d  b y  u s i n g  a  
v o l t m e t e r  a s  r e c o m m e n d e d  b y  t h e  m a n u f a c t u r e r .
To  i n c r e a s e  t h e  d e s o l v a t i o n  r a t e ,  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  a n d  
b u r n e r  n e c K  u e r e  h e a t e d  t o  ( a )  7 0 °  C a n d  ( b ) 1 4 0 °  C .  S a m p l e  
s o l u t i o n  u a s  f e d  i n t o  t h e  b u r n e r  f o r  f i f t e e n  m i n u t e s  f o r  t h e  
b u r n e r  s y s t e m  t o  r e a c h  t h e r m a l  e q u i l i b r i u m  b e f o r e  d a t a  u e r e  
c o l l e c t e d .
Wh e n  u s i n g  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r ,  t h e  g a s  f l o u  r a t e s  
u e r e  a d j u s t e d  o n l y  u h e n  o p t i m i z i n g  t h e  f l a m e  c o m p o s i t i o n .  
H o w e v e r  ,  u h e n  u s i n g  t h e  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r ,  o x i d a n t  
f l o u  a d j u s t m e n t  u a s  r e q u i r e d  t o  c h a n g e  t h e  s a m p  1 e  f e e d i n g  r a t e  
a n d  t o  a d j u s t  t h e  f l a m e  c o m p o s i t i o n .
A i r - a c e t y 1 e n e  f l a m e s  u e r e  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  e n t i r e  
s t u d y .  O x i d i z i n g  f l a m e s  u e r e  u s e d  t o  s t u d y  m o s t  o f  t h e  
e l e m e n t s  e x c e p t  f o r  C r  f o r  u h i c h  a  s t r o n g  r e d u c i n g  y e l l o u  f l a m e  
u a s  u s e d .  F o r  t h e  C a  s t u d y  a  m i l d  r e d u c i n g  f l a m e  u a s  u s e d .
E .  R E S UL T S  AND D I S C U S S I O N
1.  E F F E C T S  OF ULTRAS OONI C FREQUENCY
As  p r e s e n t e d  i n  t h e  s e c t i o n  d e s c r i b i n g  t h e  p r i n c i p l e s  o f  
t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r ,  i t  i s  a d v a n t a g e o u s  t o  h a v e  a  s m a l l  
d r o p l e t  s i z e  b e c a u s e  t h i s  p r o v i d e s  a  h i g h  s u r f a c e  a r e a
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t h e r e f o r e  f  a c  i 1 i t a t  i n g  e a s y  v a p o r i z a t i o n  a n d  h e n c e  i n c r e a s e s  
t h e  a t o m i z a t i o n  e f f i c i e n c y .
T h e  d r o p  s i z e  i s  p r o p o r t  i o n a l  t o  f  ” 2 / 3 ,  w h e r e  f  i s  t h e  
u l t r a s o n i c  d r i v e  - f r e q u e n c y  < E q u a t i o n  C ) .
T h e  e f f e c t s  o-f u l t r a s o n i c  - f r e q u e n c y  c a n  b e  s e e n  b y  
c o m p a r i s o n  u i t h  t h e  p r e v i o u s  s t u d y  b y  a  c o - u o r K e r  i n  o u r  g r o u p  
u s i n g  a  s i m i l a r  a l u m i n u m  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  o p e r a t e d  a t  7 8 . 0  
KHg C 1 6 4 > .  T a b l e  6  s h o w s  t h e  c a l c u l a t e d  d i f f e r e n c e s  i n  d r o p l e t  
s i z e s ,  a v e r a g e  s u r f a c e  a r e a s  o f  d r o p l e t ,  n u m b e r  o f  d r o p l e t  p e r  
m i l i l i t e r  a n d  s e n s i t i v i t y  i n c r e a s e s  f o r  Cu  r e l a t i v e  t o  t h o s e  
f r o m  p n e u i m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r  a t  t u o  d i f f e r e n t  
f r e q u e n c i e s .
O n e  o f  t h e  s e c o n d a r y  e f f e c t s  o f  t h e  u l t r a s o n i c  f r e q u e n c y  
u a s  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  d r o p l e t s  t o  t h e  f l a m e .  S i n c e  l o u e r  
u l t r a s o n i c  f r e q u e n c y  p r o d u c e d  l a r g e r  d r o p l e t s ,  a  h i g h e r  g a s  
f l o u  r a t e  u a s  n e c e s s a r y  t o  c a r r y  t h e  d r o p l e t s  t o  t h e  f l a m e .
S o me  d r o p l e t s  ma y  b e  l o s t  u h e n  a  l o u e r  g a s  f l o u  r a t e  u a s  u s e d .
A h i g h e r  n e b u l i z a t i o n  f r e q u e n c y  i s  t h e r e f o r e  d e s i r a b l e .
2 .  S E N S I T I V I T Y  VS FLOW RATE
T h e  r e s u l t s  f o r  s e n s i t i v i t i e s  v s  f l o u  r a t e s  f o r  t h e  t e n  
d i f f e r e n t  e l e m e n t s  s t u d i e d  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 5  t o  5 4 .  F o r  
e a c h  e l e m e n t ,  f o u r  c u r v e s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a > a  s t a n d a r d  
c o m m e r c i a l  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r ,  b > a  p n e u m a t i c  
c o n c e n t r  i c  n e b u l i z e r  a n d  h e a t i n g  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  a n d  b u r n e r  
n e c K  e x t e n s i o n ,  c > a  b u r n e r  u s i n g  a  t i t a n i u m  u l t r a s o n i c  
n e b u l i z e r ,  a n d  d >  a  b u r n e r  u s i n g  a n  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  a n d
AVERAGE AVERAGE DROP NUMBER OF SENSITIVITY
FREQUENCY DROP VOLUME SURFACE AREA DROPLETS / MIN. INCREASES (
( crâ  ) ( cm2 )
78.0 KHz 6.2 x 10“9 1.6 x 10“5 1.6 x 108 7.0
57.7 KHz 1.2 x 10~8 2.5 x 10*5 8.7 x 107 3.0
TABLE 6 . EFFECT OF ULTRASONIC FREQUENCY ON THE NUMBER OF DROPS 
AND THEN VOLUME AND SURFACE AREA
Cu )
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h e a t i n g  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  a n d  b u r n e r  n e c K  e x t e n s i o n .
A c o m p a r i s o n  w a s  m a d e  b e t u e e n  c u r v e  a >  a n d  d >  f o r  t h e  
e l e m e n t s  a t  a  t y p i c a l  H . P . L . C .  f l o w  r a t e  o f  1 . 0  m l / m i n ,  i n  
t a b l e  7 .  T h e  s e n s i t i v i t y  w a s  d e p e n d e n t  o n  t h e  s a m p l e  f l o w  
r a t e .  B u t  u s i n g  a n  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  a n d  i m p r o v i n g  
d e s o l v a t i o n  b y  h e a t i n g  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  a n d  b u r n e r  n e c K  g a v e  
s e n s i t i v i t y  i n c r e a s e s  r a n g i n g  f r o m  1 . 6 7  X < f o r  C r  > t o  7 . 4 0  X 
( f o r  Cd > a t  a  f l o w  r a t e  o f  1 m l / m i n .
3 .  DE S O L V A T I O N
T h e  p r o c e s s  o f  a t o m i z a t i o n  i n v o l v e s  e v a p o r a t i o n  o f  t h e  
s o l v e n t  f o l l o w e d  b y  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  r e s i d u e  a n d  
a t o m i z a t i o n  o f  t h e  s a m p l e .  T h i s  i s  a  t i m e  c o n s u m i n g  p r o c e s s  
w h i c h  ma y  n o t  b e  c o m p l e t e d  d u r i n g  t h e  b r i e f  s t a y  o f  d r o p l e t s  i n  
t h e  f l a m e .  D e s o l v a t i o n  b y  h e a t i n g  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  a n d  
b u r n e r  n e c K  c o m p l e t e s  t h i s  s t e p  b e f o r e  t h e  r e s i d u e  r e a c h e s  t h e  
f l a m e  a n d  t h i s  i n  t u r n  e n h a n c e s  t h e  e f f i c i e n c y  o f  a t o m i z a t i o n  
p r o c e s s  . T h i s  p r o c e s s  w a s  m o r e  e f f i c i e n t  f o r  t h e  u l t r a s o n i c  
n e b u l i z e r  t h a n  f o r  t h e  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r  b e c a u s e  
i t  p r o d u c e d  a  h i g h  d e n s i t y  o f  d r o p l e t s  o f  s i m i l a r  s i z e  w h i l e  
t h e  p n e u m a t i c  n e b u l i z e r  p r o v i d e s  a  w i d e  r a n g e  o f  s i z e s  - - s o m e  
o f  w h i c h  a r e  s i m p l y  t o o  b i g  t o  t r a n s p o r t  t o  t h e  f l a m e  
< 1 4 1 ) < 1 4 7  >.
A s i m i l a r  t r e n d  w a s  s e e n  o n  a l l  t h e  f l o w  r a t e  v s  
s e n s i t i v i t y  c u r v e s .  T h e r e  w a s  a  d e c l i n e  o f  s e n s i t i v i t y  a t  
h i g h e r  f l o w  r a t e s  f o r  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r .  T h i s  w a s  
b e c a u s e  a  l a r g e r  n u m b e r  o f  d r o p l e t s  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e
SENSITIVITY FOR Co ( 12 ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED




0 . 2 0
0 .1 0
(C)
8 .0  ml/m ln4 .0 5 .0 6 .01 . 0 3 .02 . 0 7 .0




SENSITIVITY FOR Fe ( 10 ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED








F ig u r e  4 6 .  S e n s i t i v i t y  f o r  Fe
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ABS.
SENSITIVITY FOR Ni ( 10 ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED
D. ULTRASONIC, EXTENSION HEATED
(D)
0 . 2 0
(A)





1 . 0 2 . 0 3 .0 4 .0 5 .0 6 .0 7 .0 8 .0  ml/mIn






SENSITIVITY FOR Cr ( 5 ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED
D. ULTRASONIC, EXTENSION HEATED
(D)0 .3 0
0 . 2 0
0 . 1 0
(C)
FLOW RATE
5 .01 . 0 2 . 0 6 . 03 .0 ml/min




SENSITIVITY FOR Cu ( 5 ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED






6.0 ml/mln5 .03 .02 . 01 . 0
F ig u r e  4 9 .  S e n s i t i v i t y  f o r  Cu
SENSITIVITY FOR Pb ( 20 ppm )
ABS. A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
CONCENTRIC, EXTENSION HEATED 








1 . 0 2 . 0 3 .0 5 .04 .0 6 . 0 8 .0  ml/mln7 .0
Figure 50. Sensitivity for Pb
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SENSITIVITY FOR Ca ( 2 ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED
D. ULTRASONIC, EXTENSION HEATED
0 . 2 0 0
(D)
0 .175
0 . 1 5 0
0 .1 2 5
0 . 1 0 0
(B)
0 .075
0 . 0 5 0
0 .025
FLOW RATE
1.0 2 . 0 3 .0 4 .0 5 .0 6 .0  ml/min
Figure 51. Sensitivity for Ca
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SENSITIVITY FOR Mg ( 1  ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED








0 . 2 0
(C)
0 . 1 0
FLOW RATE
5 .03 .0 4 .02 . 01 . 0
F ig u r e  5 2 .  S e n s i t i v i t y  f o r  Mg
0 .7 0 ABS
0 .6 0
<D)
SENSITIVITY FOR Zn ( 0 .7 5  ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED









8.0  n l / m i n3 .0 4 .0 5 .02 . 0 6 . 0 7 .0




SENSITIVITY FOR Cd ( 1 ppm )
A. CONCENTRIC, EXTENSION NOT HEATED
B. CONCENTRIC, EXTENSION HEATED
C. ULTRASONIC, EXTENSION NOT HEATED









2 . 0 3 .0 4 .0 5 .0 6 . 0 7 .0 B.O ml/min
F ig u r e  54 .  S e n s i t i v i t y  f o r  Cd
188
TABLE 7.
B O I L I N G  P O I N T S *  U L T R A S O N I C  D R I V E  F R E Q U E N C I E S  
A N D  S E N S I T I V I T Y  I N C R E A S E S  .
ELEMENTS Co Fe Ni Cr Cu Pb Ca Mg Zn Cd 
BOILING
POINTS 2870 2750 2732 2672 2567 1740 1484 1090 907 765
CONCENTRIC
SENSITIVITY 1 .0 0 - 1 .0 0  1 .0 0  1 .0 0  1 .0 0  1 .0 0  1 .00  1 .00  1 .0 0  1 .0 0
ULTRASONIC
SENSITIVITY 2 ’ 56 2 *6°  1 ,76  1 ,67  3*°° 4 ,25  3 ,1 8  3 ,1 8  3-80 7 ,4 0
AT 57 .7  KHz
ULTRASONIC
SENSITIVITY         7 .0 0  ----  ----  ----  ----  ----
AT 78 .0  KHz
1 9 0
f l a m e ,  w h i c h  r e d u c e d  t h e  f l a m e  e n e r g y  p e r  d r o p l e t  a v a i l a b l e  f o r  
a t o m i z a t i o n .  F u r t h e r  r e d u c t i o n  o f  t h e  d r o p l e t  s i z e  b y  
i n c r e a s e d  h e a t i n g  o r  a n  i n c r e a s e  o f  t h e  u l t r a s o n i c  f r e q u e n c y  
ma y  m i n i m i z e  t h i s  p r o b l e m  b u t  c l e a r l y  t h e r e  w i l l  b e  a  l i m i t i n g  
f l o w  r a t e ,  a b o v e  w h i c h  e f f i c i e n c y  d e c r e a s e s .
4 .  E F F E C T  OF B O I L I N G  P O I N T S  AND ANALYTI CAL 
S E N S I T I V I T I E S
A q u a l i t a t i v e  r e l a t i o n  s e e m e d  t o  e x i t  b e t w e e n  t h e  b o i l i n g  
p o i n t  o f  e l e m e n t  a n d  t h e  s e n s i t i v i t y  i n c r e a s e  ( T a b l e  7  ) .  T h e  
s e n s i t i v i t i e s  o f  v o l a t i l e  e l e m e n t s  s u c h  a s  C d ,  Z n ,  M g ,  a n d  C a  
i n c r e a s e d  m o r e  t h a n  l e s s  v o l a t i l e  e l e m e n t s  s u c h  a s  N i ,  F e ,  C o ,  
a n d  C r . P e r h a p s  t h e  d e c o m p o s i t i o n  o f  t h e  s o l i d  r e s i d u e ,  w h i c h  
c o n t r o l s  c h e m i c a l  i n t e r f e r e n c e s  ,  i s  a  m o r e  i m p o r t a n t  r a t e  
d e t e r m i n i n g  s t e p  w i t h  l e s s  v o l a t i l e  ( l e s s  e a s i l y  a t o m i z e d )  
e l e m e n t s  t h a n  w i t h  m o r e  v o l a t i l e  m e t a l s .
5 .  MEMORY E F F E C T S
F l a m e  A . A .  o f t e n  s u f f e r s  f r o m  m e m o r y  e f f e c t s  a t  h i g h  f l o w  
r a t e  d u e  t o  t h e  s o l u t i o n  l e f t  i n  t h e  s p r a y  c h a m b e r  f r o m  
p r e v i o u s  s a m p l e .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  s p r a y  c h a m b e r  i s  l o c a t e d  
d o w n  s t r e a m  f r o m  t h e  a i r  a n d  s a m p l e  i n l e t  ( t h e  n e b u l i z e r )  a n d  
t h e  r e s t r i c t i o n s  o n  d r o p l e t s  f r o m  l e a v i n g  t h e  b u r n e r  s l o t  
f r e e l y  .
I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  w a s  l o c a t e d  a t  t h e  
n e c K  o f  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  a n d  t h e  b u r n e r  c h a m b e r  w a s  u p  s t r e a m  
f r o m  t h e  s a m p l e  i n l e t .  T h e  g a s  f l o w  w a s  a b l e  t o  c a r r y  m o s t  o f  
t h e  d r o p l e t s  i n t o  t h e  f l a m e  a n d  m e m o r y  e f f e c t  w e r e  m i n i m a l .
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6 . GAS FLOW CONTROL
I n  p n e u m a t i c  n e b u l i z e r s ,  t h e  - f l o w r a t e  o f  t h e  o x i d a n t  u a s  
a d j u s t e d  t o  c h a n g e  t h e  s a m p l e  - f e e d i n g  r a t e .  I n  o r d e r  t o  
m a i n t a i n  t h e  s a m e  - f l a m e  c o m p o s i t i o n ,  f u e l  a n d  a u x i l i a r y  o x i d a n t  
f l o w s  ma y  h a v e  t o  b e  r e a d j u s t e d ,  u h  i c h  i n  t u r n  a - f - f e e t  t h e  
o p t i m a l  - f l a m e  p o s i t i o n  f o r  t h e  b e s t  s e n s i t i v i t y .  U s i n g  t h e  
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r ,  g a s  f l o w  c o n t r o l  u a s  m u c h  e a s i e r  d u e  t o  
m o r e  u n i f r o m  d r o p l e t  s i z e  C 1 5 4 M 1 G 5 > ,  u s u a l l y  n o  g a s  - f l o u  
c h a n g e  u a s  n e c e s s a r y  u h e n  t h e  s a m p  1 e  - f l o u  r a t e  u a s  c h a n g e d .
A l s o  a t  i n c r e a s e d  - f l o u  r a t e ,  g r e a t e r  q u a n t i t i e s  o-f t h e r m a l  
e n e r g y  u e r e  r e q u i r e d  t o  d e s o l v e  t h e  s a m p l e .  T h e r m a l  s a t u r a t i o n  
ma y  o c c u r  u i t h  t h e  d e s i g n  u s e d .  T h i s  c a n  b e  i m p r o v e d  i n  - f u t u r e  
d e s  i g n s  .
F . SUMMARY
S e v e r a l  a d v a n t a g e s  f r o m  t h i s  t i t a n i u m  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  
f o r  f l a m e  A . A .  a r e  s u m m a r i z e d  a s  f o l l o u s .
a .  B e t t e r  A . A .  s e n s i t i v i t y  u a s  o b t a i n e d  t h a n  t h e  u i d e l y  
u s e d  p n e u m a t i c  n e b u l i z e r  b u t  i t  u a s  u o r s e  t h a n  t h e  a l u m i n u m  
n e b u l i z e r  u s e d  p r e v i o u s l y  ( 1 6 4 > .  T h i s  u a s  p r o b a b l y  b e c a u s e  o f  
t h e  i n c r e a s e d  d r o p l e t  s i z e .  H o u e v e r ,  t h i s  c a n  b e  i m p r o v e d  b y  
c h a n g i n g  t h e  s i z e  o f  t h e  t i t a n i u m  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  a n d  
i n c r e a s i n g  f r e q u e n c y .
b .  T h i s  s t u d y  s h o u e d  t h e  f e a s i b i l i t y  o f  d e s o l v a t i n g  t h e  
s a m p l e  o u t s i d e  t h e  f l a m e  t o  i m p r o v e  A . A .  s e n s i t i v i t i e s .
c .  I t  u a s  e a s i e r  t o  c o n t r o l  t h e  s a m p  1 e  f e e d  r a t e  u s i n g  t h e  
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  a n d  t h e  c o n t r o l  u a s  p r e c i s e  b e c a u s e  a
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H . P . L . C .  p u m p  c o n t r o l l e d  t h e  - f l o u  a c c u r a t e l y .  T h e  s a m p l e  f e e d  
r a t e  u a s  t h e r e f o r e  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  f l a m e  g a s  f o l u  r a t e .
d .  T h e  d r o p l e t  s i z e  u a s  f r e q u e n c y  d e p e n d e n t .  As  l o n g  a s  
t h e r e  i s  n o  m e c h a n i c a l  l i m i t a t i o n  i n  p r o d u c i n g  a  s m a l l  s i z e  
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r ,  t h e  u l t r a s o n i c  f r e q u e n c y  c a n  a l u a y s  b e  
f u r t h e r  i n c r e a s e d .  T h i s  u i l l  i n  t u r n  g i v e  b e t t e r
s e n s  i t  i v  i t  i e s  .
e .  T h e  m e m o r y  e f f e c t  u a s  m i n i m a l .  T h i s  m a K e s  t h e  
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  a n  i d e a l  d e v i c e  f o r  i n t e r f a c i n g  f l a m e  A . A .  
u i t h  H . P . L . C .  s i n c e  t h e  m e m o r y  e f f e c t  f r o m  p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  
n e b u l i z e r  ma y  g i v e  p o o r  r e s o l u t i o n  a n d  g h o s t  p e a K s  o n  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a m s .  M o r e  r e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  u i l l  b e  d e s c r i b e d  
i n  t h e  f o l l o w i n g  c h a p t e r s  t o  i l l u s t r a t e  t h e  u s e f u l n e s s  o f  t h e  
n e u l y  d e v e l o p e d  H . P . L . C . - A . A . s y s t e m .
f .  T h e  c o r r o s i o n  r e s i s t a n c e  o f  t i t a n i u m  m a d e  t h e  
p e r f o r m a n c e  o f  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  m o r e  r e p r o d u c i b l e  t h a n  t h e  
a l u m i n u m  o n e .  T h i s  u a s  b e c a u s e  t h e  n e b u l i z i n g  s u r f a c e  o f  t h e  
n e b u l i z e r  u a s  n o t  a f f e c t e d  b y  m o s t  c h e m i c a l s  i n  t h e  s a m p l e  a n d  
e n a b l e d  i t  t o  g i v e  g o o d  s t a b i l i t y  u h i c h  u a s  i m p o r t a n t  f o r  f l a m e  
A . A .  a p p l i c a t i o n s  a n d  H . P . L . C . - A . A . i n t e r f a c i n g  s i n c e  a  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a m  ma y  t a K e  a  l o n g  t i m e  t o  b e  c o m p l e t e d .
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I n  o n e  - f o r m ,  c h r o m i u m  i s  n o w c o n s i d e r e d  t o  b e  a n  e s s e n t i a l  
e l e m e n t .  H o w e v e r  i t  c a n  b e  t o x i c ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  a n d  a n d  c h e m i c a l  - f o r m  e s p e c i a l l y  t h e  v a l e n c e  
s t a t e .  T h e  e s s e n t i a l  - f o r m  o f  c h r o m i u m  i s  t h e  t r i v a l e n t  s t a t e  J 
h o w e v e r ,  h e x a v a l e n t  c h r o m i u m  i s  t o x i c ,  o r  e v e n  c a r c i n o g e n i c .  
S p e c  i a t  i o n  o f  c h r o m i u m  i s  t h e r e f o r e  v e r y  i m p o r t a n t  b e c a u s e  
s i m p l e  a n a l y s i s  o f  t o t a l  c h r o m i u m  p r o v i d e s  l i t t l e  o n  t h e  
b e h a v i o r  o f  t h e  m e t a l .
C h r o m i u m  C1 1 1  > w a s  f o u n d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  
o f  c h o l e s t e r o l  a n d  f a t t y  a c i d  f r o m  a c e t a t e  i n  r a t s  
< 1 6 6 > < 1 6 7 ) < 1 6 8 >.  C h r o m i u m  i o n  e n h a n c e d  t h e  r a t e  o f  s y n t h e s i s .  
I t  a l s o  i n h i b i t e d  t h e  i n c r e a s s e  o f  t h e  c h o l e s t e r o l  l e v e l  i n  
s e r u m  w i t h  a g e .
C h r o m i u m  a l s o  p l a y s  a n  i m p o r r t a n t  r o l e  i n  i n s u l i n  
m e t a b o l i s m  a s  p a r t  o f  t h e  g l u c o s e  t o l e r a n c e  f a c t o r .
E x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h a t  d e f i c i e n c y  i n  c h r o m i u m  ( I I I )  g a v e  
i m p a i r e d  g l u c o s e  t o l e r a n c e  i n  r a t s  < 1 6 3 > ( 1 7 0 ) .  I t  u a s  
h y p o t h e s i z e d  t h a t  c h r o m i u m  ( I I I )  a c t s  a s  a  c o f a c t o r  u i t h  
i n s u l i n  a t  t h e  c e l l u l a r  l e v e l  t h r o u g h  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  
t e r n a r y  c o m p l e x  b e t w e e n  m e m b r a n e  s i t e s ,  i n s u l i n ,  a n d  c h r o m i u m .  
S u p p o r t i n g  e v i d e n c e  t h a t  c h r o m i u m  i s  i n v o l v e d  i n  g l u c o s e  
t o l e r a n c e  i n  ma n  h a s  b e e n  d o c u m e n t e d  ( 1 7 1 ) ( 1 7 2 ) .
C h r o m i u m  ( I I I )  i s  a l s o  r e l a t e d  t o  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  
E x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h a t  c h r o m i u m  d e f i c i e n c y  i n  r a t s  i n h i b i t e d
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t h e  c a p a b i l i t y  t o  i n c o r p o r a t e  t h e  a m i n o a c i d s ,  g l y c i n e ,  s e r i n e ,  
m e t h i o n i n e  a n d  a m i n o b u t y r a t e  i n t o  t h e  p r o t e i n  o f  t h e i r  h e a r t s  
( 1 7 3  ) ( 1 7 4  >.  T h i s  i n c a p a b i l i t y  c o u l d  b e  r e p a i r e d  b y  
s u p p l e m e n t a t i o n  w i t h  b o t h  c h r o m i u m  ( I I I )  a n d  i n s u l i n ,  h o w e v e r ,  
s u p p l e m e n t a t i o n  w i t h  o n l y  i n s u l i n  g a v e  o n l y  s l i g h t  
i m p r o v e m e n t .
T h e  c h r o m i u m  l e v e l  i n  l i v e r ,  b l o o d  a n d  h a i r  w e r e  l o w e r  f o r  
d i a b e t i c s  t h a n  n o r m a l  p e o p l e  < 1 7 5 ) ( 1 7 6 > < 1 7 7 ) .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c h r o m i u m  i n  n o r m a l  h u m a n  b l o o d  i s  e s t i m a t e d  t o  
b e  0 . 5 - 5  m i c r o g r a m  p e r  l i t e r  a n d  5 - 1 0  m i c r o g r a m  p e r  l i t e r  i n  
u r i n e .  T h e  d a i l y  c h r o m i u m  i n t a K e  b y  ma n  r a n g e s  f r o m  5 - 1 0 0  
m i c r o g r a m  ( 1 7 8 ) .  C h r o m i u m  i n  f o o d  i s  u s u a l l y  i n  c o m p l e x  f o r m s  
w i t h  n i c o t i n i c  a c i d ,  g l y c i n e ,  g l u t a m i c  a c i d  a n d  c y s t e i n e .  T h e y  
c a n  b e  b e t t e r  a b s o r b e d  t h a n  i n o r g a n i c  c h r o m i u m .  A n i m a l  p r o t e i n  
i s  t h e  b e s t  s o u r c e  o f  c h r o m i u m  ( 1 7 9 ) .
T h a t  t h e  t o x i c i t y  o f  c h r o m i u m  d e p e n d s  o n  i t s  v a l e n c e  s t a t e  
h a s  b e e n  K n o w n  f o r  y e a r s .  T r i v a l e n t  c h r o m i u m  a t  l o w  
c o n c e n t r a t i o n  i s  e s s e n t i a l  t o  ma n  u n i i K e  h e x a v a l e n t  c h r o m i u m  
w h i c h  c a n  b e  c a r c i n o g e n i c  ( 1 8 0 ) .  C a l c i u m  c h r o m a t e ,  l e a d  
c h r o m a t e  a n d  z i n c  p o t a s s i u m  c h r o m a t e  a r e  c a r c i n o g e n s . N I OS H 
r e c o m m e n d s  t h a t  c h r o m i u m  ( V I )  i n  t h e  w o r k p l a c e  b e  c o n s i d e r e d  t o  
b e  c a r c i n o g e n i c  u n l e s s  e v i d e n c e  c a n  d e m o s t r a t e  t h a t  o n l y  
n o n c a r c  i n o g e n  i c  c h r o m i u m  ( V I )  c o m p o u n d s  a r e  p r e s e n t  ( 1 8 1 ) .
C h r o m i u m  ( V I )  c o m p o u n d s  a r e  i r r i t a n t s  a n d  c o r r o s i v e .  T h e y  
c a n  e n t e r  h u m a n  b o d y  b y  i n g e s t i o n ,  i n h a l a t i o n ,  a n d  t h r o u g h  t h e  
s K i n .  A c u t e  e x p o s u r e s  t o  t h e  d u s t  o r  m i s t  ma y  c a u s e  c o u g h i n g
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a n d  w h e e z i n g ,  h e a d a c h e ,  d y s p n e a ,  p a i n  o n  d e e p  i n s p i r a t i o n ,  
f e v e r ,  a n d  l o s s  o f  w e i g h t .  C h r o n i c  e x p o s u r e s  ma y  c a u s e  a  
w a r i e t y  o f  s y m p t o m s  i n c l u d i n g  l a c r  i m a t i o n ,  i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  
c o n j u n c t i v a ,  n a s a l  i t c h  a n d  s o r e n e s s ,  u l c e r a t i o n  a n d  
p e r f o r a t i o n  o f  t h e  n a s a l  s e p t u m ,  c o n j e s t e d  n a s a l  m u c o s a  a n d  
t u r b i n a t e s ,  c h r o n i c  a s t h m a t i c  b r o n c h i t i s ,  d e r m a t i t i s  a n d  
u l c e r a t i o n  o f  t h e  s K i n ,  a n d  p o s s i b l y  l u n g  c a n c e r  a n d  h e p a t i c  
i n j u r y  < 1 8 £  5 .
B .  ANALYTI CAL D E T E R MI NAT I ON AND S P E C I A T I O N  OF CHROMI UM
A w i d e  r a n g e  o f  t e c h n i q u e s  h a s  b e e n  u s e d  t o  a n a l y z e d  
c h r o m i u m  i n  d i f f e r e n t  s a m p l e s  ; h o w e v e r ,  o n l y  a  f e w  i n d i r e c t  
m e t h o d  w e r e  d e v e l o p e d  t o  s p e c i a t e  c h r o m i u m  < 1 1 1 5  a n d  c h r o m i u m  
<VI  5 .
T h e  m o s t  p o p u l a r  m e t h o d  t o  d e t e r m i n e  c h r o m i u m  
c o l o r  i m e t r  i c a l l y  i s  b y  t r a n f o r m a t i o n  o f  c h r o m i u m  i n t o  c h r o m a t e  
a n d  c o m p l e x i n g  i t  u i t h  d i p h e n y 1 c a r b a z i d e . T h i s  m o t h o d  h a s  
d e t e c t i o n  l i m i t s  r a n g i n g  f r o m  I S  n g  m l - 1  t o  1 . S  n g  m l - * 
d e p e n d i n g  o n  t h e  p r o c e d u r e  u s e d .  I n  g e n e r a l  a  s o l u t i o n  o f  t h e  
r e a g e n t  i s  a d d e d  t o  a  d i g e s t  o f  t h e  s a m p l e  i n  s u l f u r i c  a c i d  
( a b o u t  0 . S N ) .  D i p h e n y 1 c a r b a z i d e  r e a c t s  u i t h  c h r o m i u m  < VI  > .
T h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  r e d - v i o l e t  c o m p l e x  i s  m e a s u r e d  a t  5 4 0  n m.  
T h e  m a j o r  i n t e r f e r e n c e s  f o r  t h i s  m e t h o d  a r e  f r o m  i r o n  a n d  
v a n a d i u m  < 1 8 3 5 < 1 8 4 > < 1 8 5 5 .
C o n v e r s i o n  o f  c h r o m i u m  i n t o  v o l a t i l e  s p e c i e s  f o l l o w i n g  b y  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  w i t h  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  i s  a n o t h e r  p o p u l a r  
t e c h n i q u e .  C h r o m i u m  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  c a n  b e  w e t  d i g e s t e d
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a n d  c o n v e r t e d  t o  a  t r i f l u o r o a c e t a t e  w h i c h  i s  t h e n  e x t r a c t e d  
i n t o  b e n z e n e  a n d  d e t e r m i n e d  b y  G . C . - E . C . D .  < 1 8 6 ) .  D i f f e r e n t
r e a g e n t s  c a n  b e  u s e d  t o  r e a c t  w i t h  c h r o m i u m  f o r  b e t t e r  
r e c o v e r y .  H o w e v e r ,  1 ,  1 ,  1 - t r  i f l u o r o  - £ , 3  - p e n t a n e d i o n e  u a s
t h e  b e s t  r e a g e n t  r e p o r t e d  t o  g i v e  a  c h r o m i u m  r e c o v e r y  o f  9 1 V.
< 1 8 7 )  .
N e u t r o n  a c t i v a t i o n  a n a l y s i s  < 1 8 8 X 1 8 9 ) ,  X - R a y  f l u o r e s c e n c e  
< 1 8 0 )  a n d  a t o m i c  e m i s s i o n  < 1 9 1 )  a l l  h a v e  b e e n  u t i l i z e d  t o  
d e t e r m i n e  c h r o m i u m  i n  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  s a m p l e s ,  s u c h  a s  
b i o l o g i c a l  m a t e r i a l s ,  f o o d s  a n d  u a t e r .
H o w e v e r ,  t h e  m o s t  p o p u l a r  i n s t r u m e n t a l  t e c h n i q u e  f o r  
c h r o m i u m  d e t e r m i n a t i o n  i s  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  Mu c h  e f f o r t  h a s  
b e e n  d e v o t e d  t o  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c h r o m i u m  i n  b i o l o g i c a l  
s a m p  1 e s  u s i n g  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  U i d e l y  d i v e r g e n t  v a l u e s  e x i s t  
f r o m  d i f f e r e n t  s o u r c e s .  A g o o d  r e v i e w  o n  d e t e r m i n a t i o n  o f  
c h r o m i u m  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  u s i n g  a t o m i c  a b s o r p t  i o n  u a s  
g i v e n  b y  J o n s  a n d  J e n s e n  < 1 8 1 ) .  T h e y  a t t r i b u t e d  t h e  e x i s t i n g  
d i s c r e p a n c i e s  t o  a  > l o s s  b y  v o l a t i l i z a t i o n  d u r i n g  s a m p l e  d r y i n g  
a n d  a s h i n g  g i v i n g  l o w  r e s u l t s  b > c o n t a m i n a t i o n  d u r i n g  s a m p l e  
c o l l e c t i n g  a n d  h a n d l i n g  p r o c e s s e s  g i v i n g  h i g h  r e s u l t s .
A t o m i c  a b s o r p t i o n  u a s  u s e d  i n  a  s t a n d a r d  m e t h o d  b y  NI OS H 
f o r  s p e c i a t i o n  o f  c h r o m i u m  < 11 1 ) a n d  <VI  ) < 1 9 £ ) .  I n  t h i s
m e t h o d ,  h e x a v a l e n t  c h r o m i u m  i s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  t r i v a l e n t  
c h r o m i u m  b y  e x t r a c t i n g  t h e  c h e l a t e d  c o m p l e x  o f  h e x a v a l e n t  
c h r o m i u m  w i t h  a m m o n i u m  p y r r o l i d i n e  d i t h i o c a r b a m a t e  i n t o  m e t h y l  
i s o b u t y l  K e t o n e  a n d  d e t e r m i n e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  T o t a l
197
c h r o m i u m  u a s  a l s o  d e t e r m i n e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n .  T h e  
d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  d e t e r m i n a t i o n  i s  a t t r i b u t e d  t o  
c h r o m i u m  C 1 1 1  > . T h i s  m e t h o d  u a s  n o t  s u b j e c t e d  t o  t h e  
i n t e r f e r e n c e s  u h i c h  a f f e c t  t h e  d i p h e n y 1 c a r b a z i d e  c o l o r i m e t r i c  
m e t h o d .
T h e  E n v  i r o n m e n t a l  P r o t e c t i o n  A g e n c y  a l s o  p u b l i s h e d  a  
s t a n d a r d  m e t h o d  f o r  c h r o m i u m  s p e c i a t i o n  i n  u h i c h  a t o m i c  
a b s o r p t i o n  u a s  a l s o  u s e d  a s  a  f i n a l  d e t e r m i n a t i o n  t o o l  ( 1 9 3 > .  
C h r o m i u m  ( V I )  f r o m  s o l u t i o n  u a s  c o p r e c i p i t a t e d  a s  l e a d  c h r o m a t e  
u i t h  l e a d  s u l f a t e  i n  a  s o l u t i o n  o f  a c e t i c  a c i d .  A f t e r  
s e p a r a t i o n ,  t h e  s u p e r n a t e ,  c o n t a i n i n g  c h r o m i u m  ( I I I ) ,  u a s  d r a u n  
o f f  a n d  t h e  p r e c i p i t a t e  u a s  u a s h e d  t o  r e m o v e  o c c l u d e d  c h r o m i u m  
( I I I ) .  T h e  c h r o m i u m ( V I )  u a s  t h e n  r e d u c e d  a n d  r e s o l u b i l i z e d  i n  
n i t r i c  a c i d ,  a n d  q u a n t i f i e d  a s  c h r o m i u m  ( I I I )  b y  a t o m i c  
a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y .
T h e  u s e  o f  H . P . L . C .  i n  s e p a r a t i n g  m e t a l  c o m p o u n d s  i s  
r a p i d l y  g r o u i n g  i n  p o p u l a r i t y .  T h e  p o s s i b i l i t y  o f  s p e c  i a t  i n g  
C r  ( 11 I ) a n d  C r ( V I )  u s i n g  H . P . L . C .  h a s  b e e n  r e p o r t e d .  I o n  
e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  u a s  u s e d  t o  s p e c i a t e  C r ( 1 1 1 > a n d  C r ( V 1 1 
i n  u a t e r  s a m p l e s  u i t h  a  c o n d u c t i v i t y  d e t e c t o r  ( 1 9 4 ) .  C h r o m i u m  
( I I I )  u a s  s e p a r a t e d  i n  f o r m  o f  C r ( E D T A ) -  a n d  c h r o m i u m  ( V I )  u a s  
e l u t e d  a s  c h r o m a t e  i o n .  T h i s  m e t h o d  r e q u i r e d  i n t e r f e r i n g  i o n s  
t o  b e  r e m o v e d  i n  s a m p l e  p r e p a r a t o p m  s t e p s  b e c a u s e  o f  t h e  u s e  o f  
a  n o n - s e 1 e c t i v e  d e t e c t o r .  T h e  i n t e r e s t i n g  p o s s i b i l i t y  o f  
s i m u l t a n e o u s l y  d e t e r m i n g  C r ( 1 1 1 > a n d  C r ( V I )  b y  c o m p l e x a t i o n  
f o l l o w i n g  r e v e r s e  p h a s e  H . P . L . C .  d e t e c t i o n  u a s  e x a m i n e d  b y
d i f f e r e n t  r e s e a r c h e r  u s i n g  d i f f e r e n t  r e a g e n t s  ( 1 9 5 M 1 9 6 ) .  
R e s u t s  a l w a y s  s u f f e r e d  f r o m  l a c K  o f  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  r e a g e n t  
l o w  s e n s i t i v i t y ,  i n t e r f e r e n c e s  f r o m  o t h e r  m e t a l s  a n d  s a m p l e  
d e c o m p o s  i f  i o n .
I n  t h i s  s t u d y ,  a  m e t h o d  u a s  d e v e l o p e d  t o  d e t e r m i n e  b o t h  
C r ( I I I ) a n d  C r  <VI  > s i m u l t a n e o u s l y  b y  t h e  i n t e r f a c e d  
H . P . L . C . - A . A .  s y s t e m ,  u s i n g  t h e  d e s c r i b e d  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  
A d v a n t a g e s  w e r e  t a K e n  f r o m  t h e  h i g h  m e t a l  s p e c i f i c i t y  o f  A . A .  
a n d  h i g h  r e s o l u t i o n  p o w e r  o f  H . P . L . C .  u n i t .  R e s u l t s  a r e  g o o d  
i l l u s t r a t i o n  o f  t h e  c a p a b i l i t y  o f  t h i s  d e v e l o p e d  H . P . L . C . - A . A . 
s y s t e m  u h i c h  w i l l  b e  d i s c u s s e d  m o r e  i n  l a t t e r  s e c t i o n s .
C .  EXP ERI MENTAL
1.  I N T E R F A C I N G  H . P . L . C .  AND A . A .
T h e  i n s t r u m e n t a t i o n  a n d  e q u i p m e m t s  u s e d  f o r  i n t e r f a c i n g  
H . P . L . C .  a n d  A . A .  u e r e  t h e  s a m e  a s  t h o s e  u s e d  i n  s e n s i t i v i t y  
s t u d i e s  ( c h a p t e r  3 )  o f  t h i s  d i s s e r t a t i o n .
I n t e r f a c i n g  H . P . L . C .  u i t h  t h e  A . A .  u a s  a c h i e v e d  s i m i l a r l y  
b y  t h e  t e c h n i q u e  u s e d  p r e v i o u s l y  u i t h  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  
e x c e p t  t h a t  a  H . P . L . C .  g u a r d  c o l u m n  a n d  a  H . P . L . C .  s e p a r a t i o n  
c o l u m n  u e r e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  s y s t e m  f o r  s e p a r a t i o n  
p u r p o s e s  .
An u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  u a s  u s e d  t h r o u g h o u t  t h i s  s t u d y .  
T h e  7 '  ' b u r n e r  h e a d  e x t e n s i o n  u a s  u s e d  a n d  h e a t e d  t o  t h e  
d e s i r e d  t e m p e r a t u r e s  u i t h  t h e  b u r n e r  c h a m b e r ,  i . e . ,  1 4 0 °  C a n d  
7 0 °  C r e s p e c t i v e 1 y .
2 .  CHEMI CALS  AND S OL UT I ONS
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a .  C h e m i c a l s  a n d  - t h e i r  c o m m e r c i a l  s o u r c e s
( i > .  C h r o m i u m  ( I I I )  n i t r a t e   J . T .  B a K e r
< i i > .  P o t a s s i u m  c h r o m a t e   MCB, I n c .
( i i i ) .  P o t a s s i u m  d i c h r o m a t e   MCB,  I n c .
( i v  ) .  A m m o n i u m  p y r r o 1 i d i n e d i t h i o c a r b a m a t e  ( AP DC )
 A l d r i c h  c h e m i c a l
( v ) .  A c e t o n i t r i l e   J .  T .  B a K e r
( v  i ) . C I S  r e v e r s e d  - p h a s e  a n a l y t i c a l  T . L . C .  P r e c o a t e d  
P l a t e s  - - W h a t m a n
( v  i i ) .  A c e t i c  a c i d   J .  T .  B a K e r
( v i i i ) .  S o d i u m  A c e t a t e  - - M C B ,  I n c .
( i x  ) . D i t h i o z o n e  F i s h e r  S c i e n t i f i c
<x ) . Ch l o r o - f o r m  h C B  , I n c  .
b . S o  1 u t  i o n s
S o l u t i o n s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  u e r e  p r e p a r e d  f r o m  a b o v e
s o u r c e s  .
( i )  C h r o m i u m  ( I I I )  s t a n d a r d  s o l u t i o n s :  S t o c K  1 0 0 0  p p m  
C r ( I I I )  s o l u t i o n  u a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  7 . 6 9 3 0  g
C r ( N O 3 ) g . S Hg O i n  a  1 0 0 0  ml  v o l u m e t r i c  f l a s K  u s i n g  d e i o n i z e d
u a t e r  p r e p a r e d  i n  o u r  l a b .  D i l u t e  s o l u t i o n  o f  C r ( 11 I ) ,  5 0  p p m ,  
u a s  p r e p a r e d  f r o m  t h e  s t o c K  s o l u t i o n  u s i n g  v o l u m e t r i c  f l a s K s  
a n d  d e i o n i z e d  u a t e r .
( i i ) .  C h r o m i u m  ( V I )  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  : S t o c K  
s o l u t i o n  o f  C r ( V I ) ,  1 0 0 0  p p m ,  u a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  5 . 6 5 S 1  
g o f  K g C r g O y  i n  a  1 0 0 0  ml  v o l u m e t r i c  f l a s K  u s i n g  d e i o n i z e d
u a t e r .  D i l u t e  s o l u t i o n  o f  C r ( V I ) ,  5 0  p p m ,  u a s  p r e p a r e d  b y
d i l u t i o n  o-f - t he  s t o c K  s o l u - t  i o n  u s i n g  v o l u m e - t r i e  f l a s K  a n d  
d e i o n i z e d  u a i e r ,
( i i i ) .  S t a n d a r d  0 . 2 %  APDC s o l u t i o n  u a s  p r e p a r e d  b y  
d i s s o l v i n g  0 . 2 0 0 0  g r a m  o f  APDC i n  a  1 0 0  ml  v o l u m e t r i c  f l a s K  
u s i n g  d e i o n i z e d  u a t e r .
( i v ) .  A b u f f e r  s o l u t i o n  o f  pH 4 . 5  u a s  p r e p a r e d  b y  
a d d i n g  a c e t i c  a c i d  d r o p u i s  i n t o  a  0 . 2  M s o d i u m  a c e t a t e  
s o l u t i o n .  T h e  p H o f  t h e  s o l u t i o n  u a s  m o n i t o r e d  d u r i n g  t h e  
a d d i t i o n  o f  a c e t i c  a c i d  u s i n g  a  s t a n d a r d i z e d  p H m e t e r .
( v ) .  S p r a y  d i t h i z o n e  s o l u t i o n  0 . 0 5 %  u a s  p r e p a r e d  b y  
d i s s o l v i n g  0 . 0 5 0 0  g r a m  o f  d i t h i z o n e  i n  a  1 0 0  ml  v o l u m e t r i c  
f l a s K  u s i n g  c h l o r o f o r m .
( v i ) .  A c e t o n i t r i l e  /  W a t e r  s o l u t i o n s  f o r  T . L . C .  
d e v e l o p m e n t  a n d  H . P . L . C .  u e r e  p r e p a r e d  u h e n  n e e d e d  b y  m i x i n g  
a c e t o n i t r i l e  a n d  u a t e r  t o  t h e  d e s i r e d  c o m p o s i t i o n s .
3 .  D E VE L OP I NG H . P . L . C .  SOLVENT S YS TEM BY 
R E V E R S E D - P H A S E  T . L . C .
a .  E XP E RI ME NT AL  PROCEDURE 
( i ) .  P r e p a r a t i o n  o f  C r ( I I I ) - A P D C  c o m p l e x  s o l u t i o n  s 
s t a n d a r d  C r ( I I I )  5 0  p p m  s o l u t i o n ,  1 0  m l ,  u a s  m i x e d  u i t h  2 0  ml  
p H 4 . 5  b u f f e r  s o l u t i o n  a n d  10  ml  0 . 2 %  APDC s o l u t i o n .  T h e  
m i x t u r e  u a s  t h e n  h e a t e d  i n  a  5 5 °  C u a t e r  b a t h  f o r  t u e n t y  
m i n u t e s  ;  a  p a l e  b l u e  p r e c i p i t a t e  o f  C r ( l l l ) - A P D C  c o m p l e x  
f o r m e d  d u r i n g  t h e  h e a t i n g  p r o c e s s .  T h e  c o m p l e x  u a s  e x t r a c t e d  
f r o m  t h e  s o l u t i o n  u s i n g  10  ml  e t h y 1 a c e t a t e . T h e  t u o  l a y e r s  
u e r e  s e p a r a t e d  b y  u s i n g  a  s e p a r a t o r y  f u n n e l .  T h e  e x t r a c t i o n
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s t e p  u a s  r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s .  T h e  o r g a n i c  e t h y l a c e t a t e  p h a s e s  
c o n t a i n i n g  t h e  c o m p l e x  u e r e  c o m b i n e d  t o g e t h e r  a n d  e t h y l a c e t a t e  
u a s  r e m o v e d  b y  a  v a c c u m  e v a p o r a t o r  u n d e r  r o o m  t e m p e r a t u r e . T h e  
r e s i d u e  u h i c h  c o n t a i n e d  t h e  c o m p l e x  u a s  t h e n  d i s s o l v e d  i n  5  ml  
a c e t o n i t r i l e  t o  - f o r m a  b l u e  s o l u t i o n .
< i i > P r e p a r a t i o n  o-f C r < V I > - A P D C  c o m p l e x  s o l u t i o n  :
S t a n d a r d  C r < V I >  5 0  p p m  s o l u t i o n ,  10  m l ,  u a s  m i x e d  u i t h  2 0  ml  pH 
4 . 5  b u f f e r  s o l u t i o n  a n d  10  ml  0 . 2 / i  APDC s o l u t i o n .  T h e  m i x t u r e  
u a s  s h a K e n  f o r  10  m i n u t e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  A u h i t e  
p r e c i p i t a t e  o f  t h e  C r  < V I  >- AP DC c o m p l e x  f o r m e d  d u r i n g  s h a K i n g .  
T h e  c o m p l e x  u a s  t h e n  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  s o l u t i o n  u s i n g  10  ml  
e t h y l a c e t a t e .  T h e  t u o  l a y e r s  u e r e  s e p a r a t e d  u s i n g  a  s e p a r a t o r y  
f u n n e l .  T h e  e x t r a c t i o n  s t e p  u a s  r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s .  T h e  
o r g a n i c  p h a s e s  u e r e  c o m b i n e d  t o g e t h e r  a n d  e t h y l a c e t a t e  u a s  
r e m o v e d  b y  a  r o t a r y  v a c u u m  e v a p o r a t o r  u n d e r  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
T h e  r e s i d u e  u h i c h  c o n t a i n e d  t h e  C r < V I > - A P D C  c o m p l e x  u a s  t h e n  
d i s s o l v e d  i n  5  ml  a c e t o n i t r i l e  t o  f o r m  a  g r e e n  s o l u t i o n .
( i i i > .  P r e p a r a t i o n  o f  C r < I I I ) - A P D C  a n d  C r C V l J - A P D C  m i x t u r e  
s o l u t i o n  s S o l u t i o n  m i x t u r e  o f  C r < 1 1 1  ) a n d  C r ( V I )  u a s  p r e p a r e d  
b y  m i x i n g  5 0  p p m  C r C  I I I > a n d  5 0  p p m  C r ( v 1 ) s o l u t i o n s  t o  g i v e  a  
t o t a l  v o l u m e  o f  10  m l .  T h e  s o l u t i o n  m i x t u r e  c o n t a i n i n g  b o t h  
C r  ( I I I > a n d  C r ( V I >  u a s  a d d e d  u i t h  2 0  ml  p H 4 . 5  b u f f e r  a n d  10 ml  
0 . 3‘A APDC a q u e o u s  s o l u t i o n .  T e n  m i n u t e  r e a c t i o n  t i m e  u a s  
a l l o u e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  f o r  t h e  C r C V I )  c o m p l e x .  T h e  
s o l u t i o n  u a s  s h a K e n  o c c a s i o n a l l y  d u r i n g  t h e  r e a c t i o n .  T h e  
s o l u t i o n  u a s  p l a c e d  i n t o  a  5 5 °  C u a t e r  b a t h  f o r  t u e n t y  m i n u t e s
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■to c o m p l e x  - t he  C r  < 1 1 1 > . T h e  p a l e  b l u e  p r e c  i p  i t a t e  w a s  
e x t r a c t e d  w i t h  10  ml  e t h y 1 a c e t a t e  a n d  t h e  t w o  l a y e r s  w e r e  
s e p a r a t e d .  T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  e x t r a c t e d  t w i c e  m o r e  t i m e  
w i t h  e t h y 1 a c e t a t e . T h e  t h r e e  o r g a n i c  p h a s e s  w e r e  c o m b i n e d  
t o g e t h e r .  E t h y l a c e t a t e  w a s  t h e n  r e m o v e d  b y  u s i n g  a  r o t a r y  
v a c u u m  e v a p o r a t o r  u n d e r  r o o m  t e m p e r a t u r e . T h e  r e s i d u e  
c o n t a i n i n g  Cr  < I I I > a n d  C r < V I >  w a s  d i s s o l v e d  i n  5  ml  
a c e t o n  i t r  i 1 e .
< i v > .  T . L . C .  S e p a r a t i o n  a n d  D e v e l o p m e n t
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  T . L . C .  s t u d y  w a s  t o  a  d e v e l o p e  s o l v e n t  
s y s t e m s  w h i c h  c a n  b e  u s e d  i n  H . P . L . C . - f t . A . s e p a r a t i o n .  I t  i s  
e a s i e r  a n d  c o n v e n i e n t  u s i n g  T . L . C .  t o  e v a l u a t e  s o l v e n t  s y s t e m s .  
An y  s o l v e n t  s y s t e m  c a n  b e  t e s t e d  b y  T . L . C .  i n  a b o u t  o n e  h o u r ;  
h o w e v e r ,  u s i n g  H . P . L . C .  d i r e c t l y  t o  - f i n d  a  g o o d  s o l v e n t  s y s t e m  
ma y  b e  v e r y  t i m e  c o n s u m i n g .  I t  i s  n o t  u n u s u a l  t h a t  o n e  ma y  
s p e n d  d a y s  w i t h o u t  - f i n d i n g  a  g o o d  s o l v e n t  s y s t e m  u s i n g  H . P . L . C .  
d i r e c t l y  s i n c e  c h a n g i n g  s o l v e n t  s y s t e m s  i n  H . P . L . C .  i n v o l v e s  
p r e p a r a t  i o n  o-f s o l v e n t  s y s t e m s ,  t e s t i n g  a n d  - f l u s h i n g  t h e  
H . P . L . C .  s y s t e m  w i t h  s t e p w i s e  p o l a r i t y  c h a n g e  i n  - f l u s h i n g  
s o l v e n t s .  T h i s  p r o c e s s  ma y  h a v e  t o  b e  r e p e a t e d  s e v e r a l  t i m e s  
• f o r  f i n d i n g  b e s t  s o l v e n t  s y s t e m .  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t o  e x e r t  
h a r m f u l  e f f e c t  o n  t h e  c o l u m n .
T . L . C .  p l a t e s  o f  5 x 1 0  c m w e r e  c u t  f r o m  c o m m e r c i a l  5 x £ 0  c m 
p r e c o a t e d  p l a t e s  u s i n g  a  g l a s s  c u t t e r  a n d  a  r u l e r .  APDC 
c o m p l e x e s  o f  C r < I I I > ,  C r ( V I >  a n d  m i x t u r e  o f  C r ( I 1 1 ) a n d  C r < V I >  
w e r e  s p o t t e d  s e p a r a t e l y  o n  t h e  p l a t e s  a n d  d e v e l o p e d  b y
2 0 3
d  i f f  e r  e n t  m o b i l e  p h a s e s  p r e p a r e d  - f r o m  d e i o n i z e d  w a t e r  a n d  
a c e t o n i t r i 1 e . D e t e c t i o n  o f  T . L . C .  s p o t s  w e r e  m a d e  b y  e i t h e r  
s p r a y i n g  t h e  p l a t e s  w i t h  0 . 0 5 X d i t h i z o n e  s o l u t i o n  o r  p l a c i n g  
t h e  p l a t e s  u n d e r  t h e  r o o m  l i g h t  s i n c e  b o t h  c o m p l e x e s  w e r e  
s l i g h t l y  c o l o r e d .  To  e n s u r e  t h e  b e s t  d e t e c t i o n ,  b o t h  m e t h o d s  
w e r e  a p p l i e d  i n  t h i s  s t u d y .
b . R E S U L T S
F i g u r e  5 5  a n d  5 6  s h o w s  t h e  s e p a r a t i o n  o f  C r < 1 1 1 >- AP DC a n d  
C r < v I ) - A P D C  u s i n g  t w o  d i f f e r e n t  s o l v e n t  s y s t e m s ,  w i t h  i n d i c a t e d  
R-f v a l u e s .  Wh e n  d i t h i z o n e  s o l u t i o n  C 0 . 0 5 %  i n  c h l o r o f o r m )  w a s  
u s e d  a s  d e t e c t i n g  a g e n t ,  C r ( I I I ) g a v e  a  d a r K  p u r p l e  c o l o r  a n d  
C r ( V I )  g a v e  a  o r a n g e  y e l l o w  c o l o r  o n  l i g h t  p u r p l e  b a c k g r o u n d  
a f t e r  t h e  p l a t e  w a s  h e a t e d  i n  o v e n  a t  1 0 0 °  C f o r  f i f t e e n  
m i n u t e s  .
S i m i l a r  s o l v e n t  s y s t e m s  w e r e  t h e n  u s e d  i n  l a t e r  
H . P . L . C . - A . A . s t u d i e s .
4 .  S P E C  I A T I O N  OF C r < 11 I > AND C r C V I )  BY H . P . L . C . - A . A .
a .  I NS T RUME NT AT I ON AND EOUI P ME NT S
A l l  t h e  i n s t r u m e n t a t i o n  a n d  e q u i p m e n t s  u s e d  w e r e  t h e  s a m e  
a s  t h o s e  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  i n  c h a p t e r  3  o f  p a r t  B i n  t h i s  
d i s s e r t a t i o n .  H . P . L . C .  w a s  i n t e r f a c e d  w i t h  t h e  f l a m e  A . A .  u n i t  
b y  u s i n g  t h e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  t e c h n i q u e s .
T h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  w i t h  t h e  i n t e r f a c i n g  s l e e v e  s h o w n  
a s  f i g u r e  4 £ . F i g u r e  4 0  s h o w s  t h e  c o m p l e t e  s e t  u p  o f  f l a m e  
b u r n e r  a n d  n e b u l i z e r  c o m b i n a t i o n .
B a s e d  o n  t h e  t h e  s t u d i e s  u s i n g  T . L . C . ,  a  P a r t i s i l  C8
Stationary Phase: Whatman C18 Plate
( 5 x 10 cm ) 
Mobile Phase: 80% Acetonitrile 
20% Water 







C r(V I ) -A P D C
Solvent
Front
Mixture C r ( l l l ) - A P D C ,
Figure 55. Separation of Cr(III)-APDC and Cr(VI)-APDC Using T.L.C.
Stationary Phase: Whatman C18 Plate
( 5 x 10 cm ) 
Mobile Phase: 70% Acetonitrile 
30% Water 









C r(V I ) -A P D C Mixture C r ( l l l ) - A P D C
Figure 56. T.L.C. Separation of Cr(III)-APDC and Cr(VI)-APDC
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r e v e r s e d - p h a s e  c o l u m n  p u r c h a s e d  - f r o m W h a t m a n  w a s  u s e d  a s  t h e  
s e p a r a t i o n  c o l u m n .  A 5  c m  g u a r d  c o l u m n  p a c K e d  b y  t h e  s a m e  
c o l u m n  m a t e r i a l  w a s  p r e p a r e d  b y  t h e  a u t h o r  t o  p r o t e c t  t h e  
s e p a r a t i o n  c o l u m n .
A W a t e r s  A s s o c i a t e s  M o d e l  U6K i n j e c t o r  w a s  u s e d  t o r  s a m p l e  
i n j e c t i o n s .  T h i s  i n j e c t o r  a l l o w e d  s a m p l e  v o l u m e s  u p  t o  t w o  
m i l  i l  i t e r s  t o  b e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  s y s t e m  u s i n g  W a t e r s  s y r i n g e  
n e e d l e s  o-f d e s i g n a t e d  s i z e .  A l t h o u g h  i t s  c o n s t r u c t  i o n  i s  
s o p h i s t i c a t e d ,  i t  i s  a n  e x c e l l e n t  d e v i c e  a n d  e a s y  t o  u s e .
b .  E XP E RI ME NT AL  PROCEDURES
C r  ( I I I J - A P O C ,  C r  ( V I  > - AP DC a n d  m i x t u r e s  o-f t h e  t w o  
c o m p l e x e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  p r o c e d u r e s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  
s e c t i o n .
T h e  A . A .  s p e c t r o m e t e r  w i t h  P e r K  i n  E l m e r  C r  h o l l o w  c a t h o d  
l a m p  w a s  t u r n e d  o n  a n d  w a r m e d  u p  - f o r  - f i v e  m i n u t e s .  T h e  
i n t e n s i t i e s  o f  C r  l a m p  a n d  Dg  l a m p  u s e d  f o r  b a c k g r o u n d  
c o r r e c t i o n  w e r e  a d j u s t e d  a n d  m a t c h e d  a c c o r d i n g  t o  P e r k i n  E l m e r  
p r e c e d u r e s  < 1 1 4 ) .
T h e  f l a m e  a n d  b u r n e r  w a s  a d j u s t e d  t o  a  p r o p e r  p o s i t i o n  b y  
v i s u a l  i n s p e c t i o n  a n d  t h e n  b y  c h e c k i n g  w i t h  A . A .  u s i n g  a  
p n e u m a t i c  c o n c e n t r i c  n e b u l i z e r .  A c h r o m i u m  s o l u t i o n  w a s  
c o n s t a n t l y  f e d  i n t o  t h e  f l a m e .  T h e  p r o p e r  f l a m e  p o s i t i o n  w a s  
o b t a i n e d  w h e n  m a x i m u m  a t o m i c  a b s o r b a n c e  w a s  s e e n  o n  t h e  
a b s o r b a n c e  i n d i c a t o r  o f  t h e  s p e c t r o m e t e r .  A s t r o n g  y e l l o w
r e d u c i n g  f l a m e  w a s  u s e d  f o r  t h i s  s t u d y .
T h e  g a s  c o n t r o l  s y s t e m  w a s  t h e  s w i t c h e d  t o  t h e  s y s t e m  u s e d
2 0 7
• f o r  u H r a s o n i c  n e b u l i z e r ,  s h o w n  i n  f i g u r e  4 2 .  T h e  u l t r a s o n i c  
n e b u l i z e r  i n t e r f a c e d  w i t h  H . P . L . C .  u n i t  w a s  a p p l i e d .  T h e  
H . P . L . C .  p u mp  w a s  t u r n e d  o n  a n d  t h e  f l o w  r a t e  w a s  a d j u s t e d  t o  
d e s i r e d  v a l u e .  M e t h o d  f o r  d e t e r m i n i n g  f l o w  r a t e  w i l l  b e  
d i s c u s s e d  i n  l a t e r  s e c t i o n .
P o w e r  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r .  V o l t a g e  
a d j u s t m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  b y  f o l l o w i n g  t h e  p r o c e d u r e s  
r e c o m m e n d e d  b y  m a n u f a c t u r e r . Two v o l t s  a b o v e  t h e  m i n i m u m  
v o l t a g e  r e q u i r e d  t o  s t a r t  n e b u l i z a t i o n  w a s  u s e d  t o  o p e r a t e  t h e  
u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r .
T h e  c h a r t  r e c o r d e r  w a s  t u r n e d  o n  w i t h  c h a r t  p a p e r  m o v i n g  
a n d  t h e  s p e c t r o m e t e r  w a s  r e z e r o e d  w h e n  o n l y  t h e  m o b i l e  p h a s e  
w a s  p u m p e d  i n t o  t h e  f l a m e .  T h e  S a m p l e  t o  b e  a n a l y z e d  w a s  t h e n  
i n j e c t e d  i n t o  t h e  H . P . L . C . - P . P .  s y s t e m .  S l i g h t  a d j u s t m e n t  a n d  
c h e c k i n g  o n  f 1 a me  p o s i t i o n  w e r e  m a d e  b e f o r e  c h r o m a t o g r a m s  t o  
b e  c o l l e c t e d .
c . I NSTRUMENTAL PARAMETERS 
T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  H . P . L . C . - A . A .  s y s t e m  d e p e n d e d  o n  
t h e  f l o w  r a t e  o f  t h e  m o b i l e  p h a s e  a c c o r d i n g  t o  t h e  s e n s i t i v i t y  
s t u d i e s  i n  p r e v i o u s  c h a p t e r .  A l s o  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  
r e s o l u t i o n  i s  a l s o  f l o w  r a t e  d e p e n d e n t .  A s t u d y  t o  f i n d  o p t i m a l  
f l o w  r a t e  i n  H . P . L . C . - A . A . s t u d y  w a s  n e c e s s a r y  t o  e l u c i d a t e  
o p t i m u m  c o n d i t i o n s .
F i g u r e  5 7  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  i n j e c t i o n  o f  
C r < I 1 1 ) a n d  C r ( V I )  c o m p l e x e s  i n t o  t h e  s y s t e m  a t  d i f f e r e n t  f l o w  











FLOW RATE STUDY OF C r-A P D C  COMPLEXES
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TIME
TIME
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Figure 57. Flow Rate Study of Cr-APDC Complexes 
Using H.P.L.C.- A.A.
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m l / m i n .  A t  l o w e r  - f l o w r a t e s ,  t h e  s i g n a l s  w e r e  b r o a d e n e d  a n d  
p e a K  h e i g h t s  w e r e  l o w e r .  T h i s  w a s  d u e  t o  d i f f u s i o n  o-f t h e  
s a m p l e  i n  t h e  c o l u m n .  A t  h i g h e r  f l o w  r a t e s ,  s i g n a l s  r e m a i n e d  
s h a r p  f h o w e v e r ,  s i g n a l  h e i g h t s  d e c r e a s e d  d u e  t o  p o o r  
s e n s i t i v i t y  a t  h i g h  f l o w  r a t e s .  T h i s  m a t c h e d  w i t h  t h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  f r o m  s e n s i t i v i t y  s t u d i e s  f r o m  p r e v i o u s  c h a p t e r .  At  
h i g h e r  f l o w  r a t e s ,  a  l a r g e r  n u m b e r  o f  d r o p l e t s  w e r e  p r o d u c e d  
b u t  t h e  e n e r g y  f r o m  h e a t i n g  t h e  b u r n e r  e x t e n s i o n  a n d  f l a m e  w a s  
n o t  s u f f i c i e n t  f o r  e f f i c i e n t  a t o m i z a t i o n .  A d e c r e a s e  i n  
s e n s i t i v i t y  r e s u l t e d .
A l l  i n s t r u m e n t a l  p a r a m e t e r s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  a s  
f o 1 l o w s
< i > .  C r  h o l l o w  c a t h o d e  c u r r e n t  : 15  mA
< i i > .  A b s o r p t i o n  W a v e l e n g t h  ’• 3 5 7 . 9  n m 
< i i i >.  S l i t  s e t t i n g  ! 4  < 0 . 7 n m )
< i v > .  F l a m e  t y p e  ' a i r - a c e t y 1 e n e  f l a m e ,  r i c h  y e l l o w  
r e d u c i n g  f l a m e .
< v > .  G u a r d  c o l u m n  : 5 . 0  X 0 .  4G c m p a r t i s i l  C S , 10  m i c r o n
p a c K  i n g .
< v i > .  C o l u m n  : 2 5 . 0  X 0 . 4 6  c m  p a r t i s i l  C 8 ,  1 0  m i c r o n
p a c K i n g .
< v i i > .  H . P . L . C .  f l o w  r a t e  : 1 . 2  m l / m i n .
< v i i i > .  M o b i l e  p h a s e  : A c e t o n i t r i l e  /  W a t e r .
< i x > .  U l t r a s o n i c  f r e q u e n c y  5 5 7 . 7  K H z .
< x > .  U l t r a s o n i c  v o l t a g e  s 14 v o l t s ,
d .  R E S U L T S
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C h r o m a t o g r a m s  t o r  C r < 1 1 1 ) ,  C r C V l )  a n d  m i x t u r e s  o t  C r < 1 1 1 > 
a n d  C r ( V I > ,  a l o n g  w i t h  t h e i r  r e t e n t i o n  t i m e s ,  a r e  s h o w n  i n  
t i g u r e  5 8  t o  6 0  r e s p e c t i v e l y .  T h e  r e t e n t i o n  t i m e  t o r  Cr  < 11 I > 
w a s  l o n g e r  t h a n  t h a t  o t  C r ( V I ) .  No o t h e r  i n t e r t e r e n c e  p e a K  w a s  
o b s e r v e d  .
5 .  S P E C I A T I O N  BY H . P . L . C . - U . V .
A U . V .  d e t e c t o r  w a s  u s e d  t o r  t h e  s a m e  c h r o m a t o g r a p h i c  
s y s t e m  i n  c h r o m i u m  s p e c i a t i o n  s t u d i e s .  H o w e v e r ,  t h i s  m e t h o d  
p r o v e d  t o  b e  l e s s  s e l e c t i v e  a n d  s u b j e c t e d  t o  i n t e r t e r e n c e s .  
C o n d i t i o n s  a n d  r e s u l t s  w i l l  b e  d e s c r i b e d  a s  t o l l o w s .
a .  I NS T RUME NT AT I ON AND EQU I Phf ENT
On e  o t  m a j o r  c h a n g e s  i n  i n s t r u m e n t a t i o n  w a s  t h e  u s e  o t  a  
P e r k ' i n - E l m e r  U V - 9 0  H . P . L . C .  d e t e c t o r  i n s t e a d  o t  t h e  A . A .  
d e t e c t i o n  s y s t e m  i n t e r t a c e d  w i t h  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r .
T h e  H . P . L . C .  p u m p  w a s  t r o m  L a b o r a t o r y  D a t a  C o n t r o l ,  M o d e l  
C o n s t a m e t r i c  I I I .  I n j e c t o r  w a s  t r o m  R h e o d y n e ,  M o d e l  7 1 2 5 ,  w i t h  
a  1 0 0  m i c r o l i t e r  l o o p .  G u a r d  c o l u m n  a n d  s e p a r a t i o n  c o l u m n  w e r e  
t h e  s a m e  a s  t h o s e  u s e d  i n  H . P . L . C . - A . A . s t u d i e s .
b .  E XP E RI ME NT AL  PROCEDURES
C r  < I 1 1 > a n d  C r < V l ?  APDC c o m p l e x e s  a n d  m i x t u r e s  w e r e  
p r e p a r e d  b y  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  i n  e a r l i e r  s e c t i o n s .  T h e y  
w e r e  t h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  H . P . L . C . - U . V . s y s t e m  a t t e r  
s u t t i c i e n t  i n s t r u m e n t  w a r m - u p  t i m e .  C h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  
w e r e  t h e  s a m e  a s  t h o s e  u s e d  i n  H . P . L . C . - A . A . s t u d i e s .
c . I NSTRUMENTAL PARAMETERS
< i > .  G u a r d  c o l u m n  : 5  X 0 . 4 6  c m P a r t i s i l  C 8 ,  10  m i c r o n
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A B S O R B A N C E
0.80




Column: Whatman Partisil PXS 
10/25 C8 
Mobile Phase: 10% Acetonitrile 
30% Water 
Plow Rate: 1.2 ml/min
0 . 5 0
0 . 4 0
0.30
0 . 2 0
I n j e c t i o n
0 . 1 0
TIME
F ig u r e  5 8 .  Chromatogram o f  Cr(III)-APDC








0 . 2 0
0 . 1 0
0.00
a b s o r b a n c e
Column: Whatman Partisil PXS 
10/25 C8 
Mobile Phase: 10% Acetonitrile 
30% Water 
C r ( V l ) - A P D C
1.6 ug
_ 3.75 ____ |min 1
Retention Time
I n j ec t i on
TIME
F ig u r e  59 . Chromatogram o f  Cr(VI)-APDC
U s in g  H .P . L . C . -  A.A.
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ABSORBANCE
0 . 8 0
0.70
0.60
0 . 5 0
0 . 4 0
0 . 3 0
0 . 2 0
0 . 1 0
0.00
Column: Whatman Partisil PXS 10/25 08 
Motile Phase: 10% Acetonitrile 
30% Water 








|----- 3.75 min 1
^  C r ( V I ) - A P D C
0.8 ug
I n j e c t i o n
3 L ~ TIME
P ig u r e  6 0 .  Chromatogram o f  Cr(III)-APDC and
Cr(VI)-APDC M ixture  U s in g  H .P .L .C . -A .A .
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p a c K  i n g .
< i i > .  C o l u m n  : £ 5  X 0 . 4 6  c m  P a r t  i s . i l  CS 10  m i c r o n  p a c k i n g .
< i i i > . H . P . L . C .  - f l o w r a t e  5 1 . £  ml  / m i n  .
< i v > .  M o b i l e  p h a s e  s A c e  t o n  i t r  i 1 e / '  W a t e r .
< v > .  U . V . w a v e l e n g t h  : £ 5 4  nrn.
< v i > .  U . V .  d e t e c t o r  s c a l e  : £ 5 0  X 0 . 0 1  a b s o r b a n c e  u n i t  
■ f u l l  s c a l e  o n  r e c o r d e r .
d . R E S UL T S
F i g u r e  S I  s h o w s  t h e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a m  f o r  C r C  I I I >.  Two 
m a j o r  s i g n a l s  w e r e  r e c o r d e d  f o r  C r <1 I I ) - AP DC c o m p l e x , w i t h  
r e t e n t i o n  t i m e s  5 . 7 5  m i n .  a n d  4 . 5 0  m i n .  r e s p e c t i v e l y .  F i g u r e  
S £  s h o w s  t h e  c h r o m a t o g r a m  f o r  C r < V I ) .  T h r e e  m a j o r  s i g n a l s  w e r e  
d e t e c t e d .  R e t e n t i o n  t i m e s  w e r e  5 . 7 0  m i n . . .  4 . 5 5  m i n . .  a n d  4 . 0 5  
m i n .  r e s p e c t i v e l y .  F i g u r e  S 3  i s  t h e  c h r o m a t o g r a m  o r  C r < I I I > 
a n d  Cr  <V 1 > m i x t u r e .  T h r e e  m a j o r  s i g n a l s  w e r e  r e c o r d e d  f o r  t h e  
m i x t u r e  w i t h  s a m e  r e t e n t i o n  t i m e s  a s  t h o s e  i n  f i g u r e  5 0 .
T h e s e  c h r o m a t o g r a m s  i n d i c a t e d  o t h e r  U . V .  a c t i v e  c o m p o u n d s  
i n  t h e  s a m p  1 e s  b e s i d e s  c h r o m i u m  c o r n p 1 e x e s . No f u r t h e r  a 1 1 e r n p t  
w a s  t r i e d  t o  i d e n t i f y  t h o s e  e x t r a  s i g n a l s  ; h o w e v e r ,  t h e y  m u s t  
b e  d u e  t o  t h e  e x c e s s  r e a g e n t  a n d  i m p u r i t i e s  i n  t h e  s a m p l e s .
Th i s  s t u d y  i l l u s t r a t e s  t h e  d i f f i c u l t y  i n  u s i n g
H . P . L . C . - U . V . f o r  c h r o m i u m  s p e c i a t i o n  u s i n g  APDC c o m p l e x a t i o n  
me t  h o d . Th  e d i f f i c u l t y  i s  ma  i n l y  d u e  t o  s e l e c t i v e  t i e s  o f  
d e t e c t i o n  s y s t e m s .
6 .  D I S C U S S I O N
U s i n g  t h e  d e v e l o p e d  H . P . L . C . - A . A . a n d  APDC c o m p l e x a t i o n
ABS ORB ANC E  Column; Whatman Partisil PXS 10/25 C8
Mobile Phase: 10% Acetonitrile 
30% Water 
Plow Rate: 1.2 ml/min 
Wavelength: 254 nm
5.75 min
C r ( l l l ) - A P D C
TIME
F ig u r e  6 1 .  Chromatogram o f  Cr(III)-APDC U s in g
H . P . L . C . -  UV
ABS OR BANCE
Column: Whatman Partisil PXS 10/25 C8 
Mobile Phase: 10% Acetonitrile 
30% Water 
Flow Rate: 1.2 ml/min 
Wavelength: 254 nm






Figure 62. Chromatogram of Cr(VI)-APDC Using 
H.P.L.C.- UV
C r ( l l l ) - A P D C  C r ( V I ) - A P D C  Mi x t u r e
AB S ORB ANC E
Column: Whatman Partisil PXS 10/25 C8 
Mobile Phase: 70% Acetonitrile 
30% Water 





Pigure 63. Chromatogram of Cr(III)-APDC and Cr(VI)- 
APDC Mixture Using H.P.L.C.- UV
4.55 min
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m e t h o d  - f o r  c h r o m i u m  s p e c i a t i o n  w o r K  w a s  p r o v e d  t o  b e  - f e a s i b l e .  
U s i n g  T . L . C .  t o  d e v e l o p  a  H . P . L . C .  s o l v e n t  s y s t e m  e n a b l e s  o n e  
t o  a c h i e v e  H . P . L . C .  s e p a r a t i o n  w i t h  m i n i m a l  e f f o r t .
T h i s  m e t h o d  e n a b l e s  o n e  t o  d e t e c t  b o t h  C r  ( 11 I > a n d  C r C V l l  
s i m u l t a n e o u s l y .  B e c a u s e  o f  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  A . P . ,  
i n t e r f e r e n c e s  f r o m  o t h e r  m e t a l s  a n d  r e a g e n t s  c a n  b e  a d v o i d e d .
C o m p a r i s o n  b e t w e e n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a m s  f r o m  a  U . V .  
d e t e c t o r  a n d  t h e  i n t e r f a c e d  P . P .  d e t e c t o r  i n d i c a t e s  t h e r e  w a s  
n o  l o s s  i n  c h r o m a t o g r a p h i c  r e s o l u t i o n  i n  H . P . L . C . - P . P .  
i n t e r f a c i n g  s e c t i o n .  S i g n a l s  f r o m  H . P . L . C . - P . P . r e m a i n e d  
r e a s o n a b l y  s h a r p .  T h i s  w a s  d u e  t o  m i n i m a l  d e a d  v o l u m e  i n  t h e  
i n t e r f a c i n g  s e c t i o n .
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CHAPTER 5  -  D I R E C T  S P E C I A T I O N  OF Z I N C  I N U R I NE  BY H . P . L . C . - A . A .
A.  I NTRODUCTI ON
1.  B I O L O G I C A L  I MPORTANCE OF 2 N
Z i n c  h a s  b e e n  K n o w n  t o  b e  e s s e n t i a l  t o r  a n i m a l s  t o r  o v e r  
f i f t y  y e a r s  < 1 9 7 ) .  T h e  i m p o r t a n c e  o t  Z i n c  t o r  h u m a n s  h a s  b e e n  
s u s p e c t e d  s i n c e  19G1 < 1 9 8 ) .  F i r s t  Z i n c  m e t a l l o e n z y m e ,  c a r b o n i c
a n h y d r a s e ,  w a s  r e p o r t e d  i n  1 9 4 0  b y  K e i l i n  a n d  Ma n n  < 1 9 9 ) .  N o w ,  
Z i n c  m e t a l l o e n z y m e s  w e r e  t o u n d  t o  b e  m o r e  t h a n  7 0  t r o m  
d i t t e r e n t  s p e c i e s  < 2 0 0 ) .  D u r i n g  t h e  p a s t  f i t t e e n  y e a r s ,  r a p i d  
a d v a n c e s  h a v e  b e e n  m a d e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r o l e  o f  Z i n c  i n  
h u m a n  m e t a b o l i s m .
Z i n c  h a s  i t s  p r i m a r y  e f f e c t  o n  z i n c - d e p e n d e n t  e n z y m e s  t h a t  
r e g u l a t e  t h e  b i o s y n t h e s i s  a n d  c a t a b o l i c  r a t e  o f  RNA a n d  DNA 
<2 01 ) < 2 0 2 ) .
Z i n c  d e f i c i e n c y  w a s  K n o w n  t o  p r o d u c e  g r o w t h  r e t a r d a t i o n  
a n d  m a t u r a t i o n  d e l a y  < 2 0 3 ) .  Z i n c - d e f i c i e n t  d w a r f s  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  i n  d i f f e r e n t  c o u n t r i e s  < 2 0 4 ) .  T h e r e  i s  n o  d o u b t  t h a t  
n u t r i t i o n a l  z i n c  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  p r o p e r  g r o w t h  o f  m a n .
M a j o r  f u n c t i o n s  o f  z i n c  i n  h u m a n  a n d  a n i m a l  m e t a b o l i s m  
a p p e a r  t o  b e  e n z y m a t i c . Z i n c  e n z y m e s  a r e  K n o w n  t o  p a r t i c i p a t e  
i n  a  v a r i e t y  o f  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s  i n c l u d i n g  c a r b o h y d r a t e , 
l i p i d ,  p r o t e i n ,  a n d  n u c l e i c  a c i d  s y n t h e s i s  o r  d e g r a d a t i o n .  T h e  
m e t a l  i s  p r e s e n t  i n  s e v e r a l  d e h y d r o g e n a s e s ,  a l d o l a s e s ,  
p e p t i d a s e s ,  a n d  p h o s p h a t a s e s  < 2 0 0 ) < 2 0 5 ) .
Z i n c  ma y  a l s o  p l a y  a  p a r t  i n  n o n e n z y m i c ,  f r e e - r a d i c a l  
r e a c t i o n s .  I n  p a r t i c u l a r ,  z i n c  i s  K n o w n  t o  p r o t e c t  a g a i n s t
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i r o n  - c a t a l  y z e d  , - f r e e - r a d  i c a l  d a m a g e  < 2 0 B > .
Z i n c  i n  t h e  p l a s m a  i s  m o s t l y  p r e s e n t  a s  b o u n d  t o  a l b u m i n ,  
b u t  o t h e r  p r o t e i n s ,  s u c h  a s  m a c r o g l o b u l i n ,  t r a n n s f e r r i n ,  
c e r u l o p l a s m i n ,  h a p t o g l o b i n ,  a n d  garnrna g l o b u l i n s ,  a l s o  b i n d  
s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  z i n c  < 2 0 7 ? ,  ft s m a l l  f r a c t i o n  o f  z i n c  i n  
t h e  p l a s m a  i s  b o u n d  t o  a m i n o  a c i d s ,  a n d  s o m e  e x i s t s  a s  t h e  
i o n i c  f o r m .  H i s t i d i n e ,  g l u t a m i n e ,  t h r e o n i n e ,  c y s t i n e ,  a n d  
l y s i n e  a p p e a r  t o  h a v e  s i g n i f  i c e a n t  z  i n e - b  i n d  i n g  a b i l i t y  < 2 0 7 ) .
N o r m a l  z i n c  i n t a k e  i n  a  w e l l - b a l a n c e d  A m e r i c a n  d i e t  w i t h  
a n i m a l  p r o t e i n  i s  a p p r o x i m a t e l y  1 2 - 1 5  m g / d a y . f l p p r o x  i m a t e l y  
28-38X o f  i n g e s t e d  d i e t a r y  z i n c  i s  a b s o r b e d .  E x c r e t i o n  o f  z i n c  
c a n  b e  f r o m  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t ,  s w e a t  a n d  u r i n e  ( 2 0 7 ? .
E x c e s s  e x c r e t i o n  o f  z i n c ,  h y p e r z i n c u r i a ,  h a s  b e e n  r e l a t e d  
t o  d i f f e r e n t  d i s e a s e s .  I t  i s  w e l l  K n o w n  t h a t  a l c o h o l  i n d u c e s  
h y p e r z i n c u r i a . T h e  m e c h a n i s m  i s  u n k n o w n .  < 2 0 8 ? .  C i r r h o s i s  o f  
t h e  l i v e r  c a u s e s  a b n o r m a l  z i n c  m e t a b o l i s m  a n d  d i m i n i s h e s  
h e p a t i c  z i n c  < 2 0 9 ? .  S o m e  p a t i e n t s  w i t h  d i a b e t e s  m e l l i t u s  h a v e  
b e e n  f o u n d  t o  h a v e  i n c r e a s e d  u r i n a r y  l o s s e s  o f  z i n c  ( 2 1 0 ) .  ft 
d e f i c i e n c y  o f  z i n c  i n  p a t i e n t s  w i t h  s i c k l e  c e l l  d i s e a s e ,  a  
g e n e t i c  d i s o r d e r ,  h a s  b e e n  r e c o g n i z e d  < 2 1 1 ? .  I t  w a s  a l s o  
r e p o r t e d  t h a t  z i n c  i n  p l a s m a ,  e r y t h r o c y t e s  ,  a n d  h a i r  w a s  
d e c r e a s e d  a n d  u r i n a r y  z i n c  e x c r e t i o n  w a s  i n c r e a s e d  i n  
s i c k 1 e - c e 1 1 - a n e m i a  p a t i e n t s  a s  c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s .
I n  s u m m a r y ,  z i n c  i s  i n v o l v e d  i n  m a n y  b i o c h e m i c a l  
f u n c t i o n s .  Ma n y  z i n c  m e t a l l o e n z y m e s  h a v e  b e e n  r e c o g n i z e d  i n  
t h e  p a s t  f i f t e e n  y e a r s .  Ma n y  d i f f e r e n t  d i s e a s e s  a r e  Kn o wn  t o
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b e  r e l a t e d  -to z i n c  d e f i c i e n c y .  D e t e r m i n a t i o n  o f  z i n c  i n  u r i n e  
i s  o f  a d d i t i o n a l  h e l p  i n  d i a g n o s i n g  t h o s e  d i s e a s e s .  B e s i d e s  
b e i n g  u s e d  t o  d i a g n o s e  d i s e a s e ,  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  z i n c  i n  
u r i n e  ma y  b e  o f  a d d i t i o n a l  h e l p  i n  f i n d i n g  z i n c  d e f i c i e n c y  a n d  
p r e v e n t i n g  o t h e r  p r o b l e m s .
I t  i s  t h e  g o a l  o f  t h i s  s t u d y  t o  t a K e  a d v a n t a g e  o f  t h e  
d e v e l o p e d  H . P . L . C . - f t . f t .  t o  i n i t i a t e  z i n c  s p e c i a t i o n  s t u d i e s  i n  
u r i n e  s a m p l e s  a n d  o t h e r  b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  A l t h o u g h  m a n y  
m e t h o d s  h a v e  b e e n  d e v e l o p e d  t o  d e t e r m i n e  t o t a l  z i n c  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  d i f f e r e n t  s a m p l e s ,  t h e r e  i s  a  d e f i n i t e  n e e d  
t o  d e v e l o p e  a  e f f i c i e n t  m e t h o d  f o r  z i n c  s p e c i a t i o n  i n  
b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  M e t a l  s p e c i a t i o n  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  a r e  
o f t e n  c o m p l i c a t e d  b y  m a t r i x  e f f e c t s  i n  t h o s e  s a m p l e s .  S i n c e  
t h e  d e v e l o p e d  H . P . L . C . - A . A .  s y s t e m  i s  a  m e t a l  s p e c i f i c  t o o l ,  
i t  c a n  a l s o  b e  e x c e l l e n t  i n s t r u m e n t  f o r  m e t a l  s p e c i a t i o n  i n  
b i o l o g i c a l  s a m p l e s .  S e p a r a t i o n  o f  z i n c  s p e c i e s  i n  u r i n e  
s a m p l e s  w i l l  b e  i l l u s t r a t e d  a s  f o l l o w s .
S .  D E T E R MI N A T I O N  AND S P E C I A T I O N  METHODS OF Z I N C
Ma n y  m e t h o d s  f o r  z i n c  d e t e r m i n a t i o n  c a n  b e  f o u n d  i n  t h e  
l i t e r a t u r e .  Fe w a r e  r e l a t e d  t o  z i n c  s p e c i a t i o n  w o r k ' .  T h i s  
s e c t  i o n  w i l l  c o v e r  s o m e  r e p r e s e n t a t i v e  m e t h o d s  f o r  z i n c  
d e t e r m i n a t  i o n  a n d  s p e c  i a t  i o n .
C o l o r i m e t r i c  m e t h o d s  h a v e  b e e n  u s e d  e x t e n s i v e l y  f o r  z i n c  
d e t e r m i n a t i o n . D i t h i z o n e  a n d  - n a p h t h o t h i o c a r b a z o n e  a r e  t h e  
p r i m a r y  r e a g e n t s  t h a t  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  i n  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  z i n c  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  ( S I S )  ( 2 1 3 ) .  T h e s e  m e t h o d s  a r e
2 2 2
h i g h l y  p H d e p e n d e n t .  I n t e r f e r e n c e s  o c c u r  - f r o m  c a d m i u m ,  l e a d ,  
t h a l l i u m  a n d  o t h e r  h e a v y  m e t a l s .
F l u o r i m e t r y  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  t o r  m e a s u r i n g  z i n c  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l s .  F o r m a t i o n  o f  
f l u o r e s c e n t  c o m p l e x e s  c a n  b e  a c c o m p l i s h e d  b y  u s i n g  r e a g e n t s  
s u c h  a s  8 - h y d r o x y q u i n o l i n e  < 2 1 4 ) ,  a n d  
8 - h y d r o x y q u i n o 1 i n e - 5 - s u 1 f o n i c  a c i d  ( 2 1 5 ) .
C h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  a l o n e  o r  i n  
c o n j u n c t i o n  w i t h  o t h e r  t e c h n i q u e s  i n  d e t e r m i n i n g  z i n c  i n  
v a r i o u s  m a t e r i a l s .  T h e s e  i n c l u d e d  a  c o m b i n a t i o n  o f  a n i o n  
e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  c o l o r i m e t r y  ( 2 1 6 ) ,  c o m b i n a t i o n  o f  
a n i o n  e x c h a n g e  w i t h  EDTA t i t r a t i o n  ( 2 1 7 ) ,  a n d  c o m b i n a t i o n  o f  
c a t i o n  e x c h a n g e  a n d  p o l a r o g r a p h y  ( 2 1 8 ) .  Z i n c  a c e t y 1 a c e t o n e  
c o m p l e x  a l o n g  w i t h  o t h e r  4 2  m e t a l  c o m p l e x e s  w e r e  e l u t e d  b y  
e m p l o y i n g  h i g h  p r e s s u r e  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  a t  1 1 5 °  C a n d  
8 0 0 - 1 0 0 0  p s i  ( 2 1 9 ) .
D i f f e r e n t i a l  p u l s e  a n o d i c  s t r i p p i n g  v o l t a m m e t r - y  h a s  b e e n  
u s e d  a s  a  s c r e e n i n g  p r o c e d u r e  t o  i d e n t i f y  z i n c  a n d  o t h e r  h e a v y  
m e t a l s  i n  u r i n e  ( 2 2 0 ) .
X - r a y  f l u o r e s c e n c e  s p e c t r o m e t r y  w a s  u s e d  f o r  t h e  a n a l y s e s  
o f  z i n c  f o r  c l i n i c a l  s a m p l e s  ( 2 2 1 ) .  M a t r i x  e f f e c t s  c h a l l e n g e  
t h e  a c c u r a c y  a n d  p r e c i s i o n  o f  a n a l y s i s .  F o r  e x a m p l e ,  i r o n  c a n  
i n t e r f e r e  s i n c e  i t  h a s  a n  a b s o r p t i o n  u p o n  t h e  z i n c  l i n e .
A t o m i c  e m i s s i o n  a n d  a t o m i c  a b s o r p t i o n  t e c h n i q u e s  a r e  by  
f a r  t h e  m o s t  p o p u l a r  m e t h o d s  f o r  z i n c  d e t e r m i n a t i o n .  A r e v i e w  
a r t i c l e  b y  J e n s e n  a n d  c o w o r K e r s  c o v e r s  m a n y  m e t h o d s  i n v o l v i n g
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b o t h  t e c h n i q u e s  - f o r  z i n c  d e t e r m i n a t  i o n  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  
( 2 2 2 ) .  T h e s e  m e t h o d s  i n c l u d e  f l a m e  A . A . ,  n o n - f l a m e  A . A .  a n d  
I C P  m e t h o d s .  S p e c i a t i o n  o f  z i n c  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n  i n  
b i o l o g i c a l  s a m p l e s  i n v o l v i n g  t h e  u s e  o f  g e l  f i l t r a t i o n  w i t h  
s e p h a d e x  G - 1 0 0  t o  p a r t i t i o n  z i n c - c i n t a i n i n g  p r o t e i n s  f o l l o w e d  
b y  f r a c t i o n  c o l l e c t i o n s  a n d  A . A .  d e t e r m i n a t i o n  w i t h o u t  s a m p l e  
p r e t r e a t m e n t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  G a r d i n e r  a n d  c o - w o r k e r s  
< 2 2 3 ) .  T h e  r e s u l t s  h a v e  c o n f i r m e d  t h e  Kn o wn  a s s o c i a t i o n  o f  
z i n c  w i t h  2 - m a c r o g  1 o b u 1 i n e ,  a l b u m i n  a n d  o t h e r  p r o t e i n s .
B .  EXP ERI MENTAL
1.  I NS T RUME NT AT I ON AND CHEMI CALS 
< a > .  I NS TRUMENTATI ON 
T h i s  s t u d y  u s e d  t h e  d e v e l o p e d  H . P . L . C . - A . A . f o r  s p e c i a t i o n  
o f  z i n c  i n  u r i n e  s a m p l e s .  A l l  c o m p o n e n t s  f o r  t h e  H . P . L . C . - A . A .  
s y s t e m  w e r e  t h e  s a m e  a s  t h o s e  d e s c r i b e d  i n  e a r l i e r  s e c t i o n s  
<C h a p t e r  3  a n d  4 )  e x c e p t  f o r  t h e  g u a r d  c o l u m n  a n d  s e p a r a t i o n  
c o l u m n .  A h i g h  s p e e d  c a t i o n  e x c h a n g e  c o l u m n  ( C a t a l o g  
N o . 2 S 9 - 0 2 4 >  a n d  a  g u a r d  c o l u m n  ( C a t a l o g  N o .  2 6 9 - 0 0 5 )  f r o m  
W e s c a n  I n s t r u m e n t s . .  I n c .  w e r e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  t h e  s y s t e m  f o r  
s e p a r a t i n g  t h e  z i n c  s p e c i e s  i n  u r i n e  s a m p l e s .
< b > .  CHEMI CALS  
< i > .  Z i n c  m e t a l  -  A l f a  P r o d u c t  
< i i > .  E t h y l e n e  d i a m i n e  -  F i s h e r  S c i e n t i f i c .
< i i i > .  T a r t a r i c  a c i d  -  MCB. I n c .
< v i > .  D i o n i z e d  W a t e r  -  p r e p a r e d  i n  t h e  l a b .
< v > .  H y d r o c h l o r i c  A c i d  -  J . T .  B a c K e r  C h e m i c a l  C o .
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£ .  E XP E RI ME NT AL  PARAMETERS 
I n s t r u m e n t a l  p a r a m e t e r s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a r e  a s  - f o l l o w s  
< i > .  Zn  h o l l o w  c a t h o d e  c u r r e n t :  S  mA 
< i i > .  W a v e l e n g t h  : 2 1 3 . 9  nm 
< i i i > .  S l i t  s e t t i n g  : A < 0 . 7 n m >
< i v > .  F l a m e  t y p e  : A i r - a c e t y 1 e n e  f l a m e ,  l e a n  b l u e
o x i d i z i n g  f l a m e .
< v > .  G u a r d  c o l u m n  : W e s c a n  I o n  G u a r d  C a t  i o n - 2 6 9 - 0 0 5  
< v i > .  S e p a r a t i o n  C o l u m n  : W e s c a n  C a t i o n  1 H S - 2 6 9 - 0 2 4
<v i  i >.  H . P . L . C .  f l o w  r a t e  : 1 . 0  m l / m i n .
< v i i i > .  M o b i l e  p h a s e  : 2 . 0  mM e t h y l e n e  d i a m i n e ,  0 . 5  mM 
t a r t a r i c  a c i d  a q u e o u s  s o l u t i o n  w i t h  p H 3 . 9
< i x > .  U l t r a s o n i c  f r e q u e n c y  : 5 7 . 7  K H z .
< x > .  U l t r a s o n i c  v o l t a g e  : 12  v o l t s .
3 .  E XP E RI ME NT AL  PROCEDURES 
B e c a u s e  o f  t h e  d i f f i c u l t y  i n  f i n d i n g  s u i t a b l e  o r g a n i c  z i n c  
c o m p o u n d s ,  i o n i c  z i n c  w a s  t h e  o n l y  s t a n d a r d  u s e d  i n  t h i s  
s t u d y .  S t a n d a r d  5 0 0  p p m  i o n i c  z i n c  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  
d i s s o l v i n g  0 . 5 0 0  g o f  z i n c  m e t a l  i n  a  m i n i m u m  v o l u m e  o f  Cl  + 1 )  
H C 1 ,  a n d  d i l u t i n g  t o  1 l i t e r  w i t h  1V. C V/ V )  H C 1 .  T e s t i n g  
s o l u t i o n s  o f  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  t h e n  d i l u t e d  f r o m  t h e  
s t a n d a r d  s t o c K  s o l u t i o n .
I o n i c  z i n c  s o l u t i o n  w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  H . P . L . C . - A . A . 
s y s t e m  t o  o b t a i n  c h r o m a t o g r a m s . C h r o m a a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  
a n d  m o b i l e  p h a s e  w e r e  c h o s e n  t o  p r o p e r l y  e l u t e  i o n i c  z i n c  f r o m  
t h e  c  o 1u m n .
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C h r o m a t o g r a m s  o-f u r i n e  w e r e  o b t a i n e d  b y  d i r e c t  i n j e c t i o n  
o f  u r i n e  s a m p l e s  i n t o  t h e  s y s t e m  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  w i t h o u t  
a n y  o t h e r  p r e t r e a t m e n t .
A f t e r  e a c h  u r i n e  s a m p l e  i n j e c t i o n ,  t h e  c o l u m n  w a s  c l e a n e d  
b y  c o n t i n u o u s l y  r u n n i n g  m o b i l e  p h a s e  t h r o u g h  i t .  N o r m a l l y  5 0 0  
ml  o f  m o b i l e  p h a s e  w a s  r e q u i r e d  t o  c l e a n  t h e  c o l u m n .
C .  RE S UL T S  AND D I S C U S S I O N
F i g u r e  6 4  s h o w s  t h e  c h r o m a t o g r a m  o f  i o n i c  z i n c  a n d  i t s  
r e t e n t i o n  t i m e .  D i l u t e  n i t r i c  a c i d  w i t h  pH a s  l o w  a s  2 . 0  h a s  
b e e n  t r i e d  t o  e l u t e  i o n i c  z i n c  f r o m  t h e  c o l u m n  w i t h o u t  a n y  
s u c c e s s .  E t h y l e n e  d i a m m o n i u m  c a t i o n  a n d  t a r t r a t e  a n i o n  w e r e  
t h e n  a d d e d  a s  a u x i l i a r y  c o m p l e x i n g  r e a g e n t  t o  e l u t e  i o n i c  z i n c  
f r o m  t h e  c o l u m n  ( 2 2 4 ) .  T h e  e t h y l e n e  d i a m m o n i u m  c a t i o n  
e x c h a n g e d  w i t h  z i n c  f r o m  r e s i n  a n d  t a r t r a t e  a n i o n  f u r t h e r  
c o m p l e x e d  w i t h  t h e  e x c h a n g e d  z i n c  t o  i n c r e a s e  t h e  e l u t i o n  
s p e e d .  T h e  m e t h o d  w a s  s u c c e s s f u l  a n d  e l u t i o n  o f  z i n c  w a s  
a c h  i e v e d  .
A d v a n t a g e s  o f  u s i n g  i o n  e x c h a n g e  c o l u m n  t o  s p e c  i a t e  m e t a l  
i n  u r i n e  s a m p l e  i s  o b v i o u s .  T h e  m o b i l e  p h a s e  i s  a  a q u e o u s  
s o l u t i o n  w i t h  m i n o r  o r g a n i c  m o d i f i e r .  T h i s  a l l o w s  b o d y  f l u i d s  
t o  a n a l y z e d  w i t h o u t  p r e t r e a t m e n t . I t  a l s o  p r e v e n t s  t h e  m o b i l e  
p h a s e  f r o m  c h a n g i n g  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s a m p l e .
F i g u r e  6 5  s h o w s  a  l i q u i d  c h r o m a t o g r a m  o f  u r i n e  u s i n g y  t h e
H . P . L . C . - A . A .  s y s t e m .  M o s t  o f  t h e  z i n c  s p e c i e s  w e r e  e l u t e d  i n  
t w e n t y  m i n u t e s .  Two m a j o r  s i g n a l s  w e r e  f o u n d  t o  h a v e  r e t e n t i o n  
t i m e s  s h o r t e r  t h a n  t h e  i o n i c  z i n c  . T h e y  ma y  b e  n o n  -  i o n i z a b 1 e
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Figure 64. Chromatogram of Zinc Ion Using H.P.L.C.-A,
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z i n c  s p e c i e s  a n d  m o n o v a l e n t  z i n c  s p e c i e s  a n d  ma y  b e  e x p l a i n e d  
b y  t h e i r  w e a k e r  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  r e s i n  ;  h o w e v e r ,  - f u r t h e r  
i d e n t i f i c a t i o n  u s i n g  s t a n d a r d  c o m p o u n d s  ma y  b e  n e c e s s a r y .
T h i s  s t u d y  w a s  t h e  f i r s t  d i r e c t  s p e c i a t i o n  o f  z i n c  i n  
u r i n e .  No a t t e m p t s  w e r e  t r i e d  f o r  i d e n t i f y i n g  a n d  q u a n t i f y i n g  
t h o s e  s i g n a l s  d u e  t o  d i f f i c u l t y  i n  o b t a i n i n g  s t a n d a r d  
c o m p o u n d s .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  d e v e l o p e d  H . P . L . C . - A . A .  s y s t e m  
w a s  p r o v e d  t o  b e  a  g o o d  m e t h o d  f o r  b i o l o g i c a l  z i n c  s p e c i a t i o n .
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V I .  CHAPTER 6  -  D I R E C T  S P E C I A T I O N  OF M A G m E S I U M  I N U R I h E  BY
H . P . L . C . - A . A .
A.  I NTRODUCTI ON
I .  B I O L O G I C A L  I MPORTANCE OF MAGNESI UM 
I t  w a s  r e p o r - t e d  t h a t  m a g n e s i u m  - f o r m s  a b o u t  2 . 5 %  o-f c r u s t  
o-f " t he  E a r t h ,  M a g n e s i u m  i s  w i d e l y  d i s t r u b u t e d  i n  n a t u r e  i n  a  
v a r i e t y  o-f c o m p o u n d s .  I m p o r t a n t  m a g n e s i u m  o r e s  a r e  m a g n e s i t e  
<MgC0 3 > ,  d o l o m i t E  <MgC0 3  . C a C 0 3 > ,  b r u c i t e  M g ( O H > g ,  O l i v i n e  
< M g F e > £ S i 0 4 , a n d  m a n y  o t h e r s .  M a g n e s i u m  e x i s t s  i n  s e a  w a t e r  a t  
a  c o n c e n t r a t  i o n  o-f 1 . 2 7  g / K g  ( 2 2 5 ) .
Ch 1 o r o p h y  11 ,  t h e  m a g n e s i u m  c h e l a t e  o-f p o r p h y r i n ,  w a s  
r e p o r t e d  b y  W i l l s t a t t e r  a n d  S t o l l  i n  1 9 0 3 .  T h e y  a l s o  f o u n d  
t h a t  t h e  m a g n e s i u m  i o n  o c c u p i e s  t h e  c e n t r a l  l o c a t i o n  i n  t h e  
c h l o r o p h y l l  m o l e c u l e  < 2 2 5 > .  S i n c e  t h e n ,  a  l o t  o f  m a g n e s i u m  
c o m p o u n d s  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  b i o l o g i c a l  s y s t e m s .  T h e  
m i s c o n c e p t i o n  t h a t  m a g n e s i u m  i s  a  t r a c e  e l e m e n t  i n  t h e  b o d y  h a s  
b e e n  d i s p e l l e d .  T h i s  m e t a l  i s  r e s p o s  i b l e  f o r  m a n y  b i o c h e m i c a l  
r o l e s  i n  c e l l s  : i t  a c t i v a t e s  e n z y m e s  ;  i t  m a i n t a i n s  t h e
c o n f o r m a t i o n  o f  n u c l e i c  a c i d s  '  a n d  i t  r e g u l a t e s  a  n u m b e r  o f  
i m p o r t a n t  b i o l o g i c a l  p r o c e s s e s .
T h e  s t o r e d  c h e m i c a l  e n e r g y  t o  m a i n t a i n  l i f e  f o r  b o t h  p l a n t  
a n d  a n i m a l  c e l l s  i s  r e l e a s e d  b y  o x i d a t i v e  p h o s p h o r y l a t i o n  w h i c h  
i s  t h e  p r i m a r y  f u n c t i o n  o f  a l l  m i t o c h o n d r i a .  A d e n o s i n e  
t r i p h o s p h a t e ,  A T P ,  t h e  m a i n  f u e l  o f  l i f e ,  i s  p r o d u c e d  i n  
o x i d a t i v e  p h o s p h o r y 1 a t  i o n  . A l l  e n z y m e  r e a c t i o n s  t h a t  a r e  Kn o wn  
t o  b e  c a t a l y z e d  b y  ATP s h o w  a n  a b s o l u t e  r e q u i r e m e n t  f o r
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m a g n e s i u m .  T h e s e  r e a c t i o n s  e n c o m p a s s  a  v e r y  w i d e  r a n g e  o-f 
s y n t h e t i c  p r o c e s s e s  < 2 2 6 > .  f i l l  c o m p o n e n t s  i n  p r o c e s s e s  K n o u n  
t o  b e  d e p e n d e n t  o n  ATP a r e  c a p a b l e  o-f c h e l a t i n g  w i t h  m a g n e s i u m .  
E n z y m e  / A TP/ Mg ^  + t e r n a r y  c o m p l e x e s  w i t h  i n t r a m o l e c u l a r  
s t a c K  i n g  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  n u c l e a r  m a g n e t i c  s e s o n a n c e  
C 2 2 7 ) .  M a g n e s i u m  i s  t h u s  r e q u i r e d  - f o r  t h e  a c t i o n  o-f n u m e r o u s  
e n z y m e  s y s t e m s  a n d  - f o r  t h e  c o n t r a c t i o n  o f  m u s c u l a r  t i s s u e .
A l s o ,  i t  h a s  b e e n  K n o u n  f o r  m a n y  y e a r s  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  m a g n e s i u m  i s  h i g h e r  i n  t h e  i n t e r i o r  o f  c e l l s ,  e s p e c i a l l y  i n  
m i t o c h o n d r i a ,  t h a n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  m e d i u m  < 2 2 3 > .  T h e  r e v e r s e  
s i t u a t i o n  h o l d s  f o r  c a l c i u m .  T h i s  e x p l a i n s  u h y  m a g n e s i u m  i s  
i m p o r t a n t  e n z y m e  a c t i v a t o r  i n s i d e  t h e  c e l l ,  u h i l e  c a l c i u m  
a c t i v a t e s  e x t r a c e l l u l a r  e n z y m e s .
S t u d i e s  a l s o  s u g g e s t e d  t h a t  m a g n e s i u m  i n  t h e  i n n e r  
m i t r o c h o n d r i a l  m e m b r a n e  p l a y s  a  r o l e  i n  p e r m e a b i l i t y  o f  
m o n o v a l e n t  c a t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  p e r m e a b i l i t y  o f  p o t a s s i u m  
w a s  d e t e r m i n e d  p r i m a r i l y  b y  t h e  a m o u n t  o f  m a g n e s i u m  a s s o c i a t e d  
u i t h  t h e  r e d  c e l l  m e m b r a n e  < 2 2 9 > .
DMA ( d e o x y r i b o n u c l e i c ) ,  w h i c h  i s  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  
c o n f i n e d  t o  t h e  c e l l  n u c l e u s ,  i s  t h e  c a r r i e r  o f  g e n e t i c  
i n f o r m a t i o n .  V a r i a t i o n s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  m a g n e s i u m  i n  
v i v o  m u s t  e x e r t  a  c o n t r o l  o n  DNA s y n t h e s i s  ( 2 3 0 ) .  I t  i s  
r e a s o n a b l e  t o  v i s u l i z e  Mg2 +  a s  a n  i n t e r m e d i a t e  c o m p l e x  i n g  a g e n t  
r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  u n w i n d i n g  o f  t h e  p a r e n t  DNA c h a i n ,  a  s t e p  
t h a t  m u s t  t a K e  p l a c e  b e f o r e  t h e  DMA c o n t e n t  i s  d o u b l e d  a n d  c e l l  
d u p l i c a t i o n  o c c u r s ,  o r  t o  t h e o r i z e  t h a t  m a g n e s i u m  p l a y s  a  r o l e
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i n  s t a b i l i z i n g  p o l y n u c l e o t i d e  s t r u c t u r e  - f o r m a t i o n  o f  RNA o n  a  
d o u b 1 e - s t r a n d e d  DNA t e m p l a t e  < £ 3 1 > .
Ma n y  d i f f e r e n t  d i s e a s e s  h a v e  b e e n  r e l a t e d  t o  m a g n e s i u m .  
T h e r e  i s  a  l a r g e  a n d  r a p i d l y  g r o w i n g  b o d y  o f  l i t e r a t u r e  o n  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  m a g n e s i u m  i n  b i o c h e m i c a l  a n d  p h y s i o l o g i c a l  
p r o c e s s e s .  S e e l i n g  m a d e  a  t h o u r o u g h  r e v i e w  o n  t h e s e  s u b j e c t s  
< 2 3 2 ) .  U n q u e s t i o n a b l y  m a g n e s i u m  r e l a t e d  d i s e a s e s  a r e  t h e  
r e s u l t  o f  a  d i s t u r b a n c e  i n  o n e  o f  t h e  o t h e r  e l e c t r o l y t e s .  
H o w e v e r ,  t h e y  ma y  a l s o  o c c u r  w h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o t h e r  
e l e c t r o l y t e s  a r e  n o r ma .  1 ( 2 3 3 ) .
S y m p t o m a t i c  h y p o m a g n e s e m i a  i s  r e l a t e d  t o  g a s t r o n i n t e s t i n a l  
d i s o r d e r s ,  a l c o h o l i s m ,  c i r r h o s i s ,  a c u t e  p a n c r e a t i t i s ,  K i d n e y  
d i s e a s e s ,  e n d o c r i n e  d i s o r d e r s ,  r e s i s t a n t  r  i c K e t s  ,  p e l l a g r a ,  
m a l i g n a n t  o s t e o l y t i c  d i s e a s e ,  e x c e s s i v e  l a c t a t i o n  a n d  
a b s o r p t i o n - e x c r e t i o n  d e f e c t s .
D a t a  i n d i c a t e  t h e  b o d y  c o n t e n t  o f  m a g n e s i u m  f o r  a  ma n  
w e i g h i n g  7 0  Kg w o u l d  b e  o n  t h e  o r d e r  o f  2 0 0 0  m e q  < 2 4 g ) .  A b o u t  
S 3 V. o f  a l l  t h e  m a g n e s i u m  i n  t h e  b o d y  r e s i d e s  i n  b o n e  a n d  
m u s c l e .  B o n e  c o n t a i n s  a b o u t  6 0 %  o f  t h e  t o t a l  b o d y  c o n t e n t  o f  
m a g n e s i u m .  M o s t  o f  t h e  r e m a i n i n g  m a g n e s i u m  i s  d i s t r i b u t e d  
e q u a l l y  b e t w e e n  m u s c l e  a n d  n o n m u s c u l a r  s o f t  t i s s u e s .  
A p p r o x i m a t e l y  o n l y  1/ o f  t h e  t o t a l  b o d y  c o n t e n t  o f  m a g n e s i u m  i s  
e x t r a c e l l u l a r  ( 2 2 5 ) .
T h e  U . S .  N a t i o n a l  R e s e a r c h  C o u n c i l  r e c o m m e n d s  a  m a g n e s i u m  
a l l o w a n c e  o f  2 5  t o  4 2  m e q / d a y  < 3 0 0  t o  5 0 0  m g / d a y ) f o r  a d u l t s .
A d a i l y  i n t a K e  o f  1 7  m e q  < 0 . 2 5 ? K g )  ma y  m e e t  n u t r i t i v e
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r e q u i r e m e n t s  p r o v i d e d  t h a t  t h e  i n d i v i d u a l  r e m a i n s  i n  p o s i t i v e  
m a g n e s i u m  b a l a n c e  ( 2 2 5 ) .  M o s t  o-f t h a t  p o r t i o n  o-f t h e  m a g n e s i u m  
w h i c h  i s  a b s o r b e d  i n t o  t h e  b o d y  i s  e x c r e t e d  b y  t h e  K i d n e y  
( 2 3 4 ) .  E x c e s s i v e  i n t a K e  o f  v i t a m i n e  D i n c r e a s e s  r e n a l  
m a g n e s i u m  e x c r e t i o n  ( 2 3 2 ) .  T h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  t h a t  
s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  m a g n e s i u m  i s  e x c r e t e d  b y  t h e  b o w e l  i n  
m o s t  a n i m a l s  o r  i n  p e o p l e  ( 2 2 5 ) ( 2 3 5 ) .
S i n c e  u r i n e  i s  t h e  m a j o r  s o u r c e  o f  m a g n e s i u m  e x c r e t i o n  a n d
t h e  e l e m e n t  h a s  b e e n  r e l a t e d  t o  m a n y  d i s e a s e s ,  i t  ma y  b e
i n t e r e s t i n g  a n d  i m p o r t a n t  t o  i n v e s t i g a t e  m a g n e s i u m  s p e c i e s  i n  
u r i n e  s a m p l e s .  I t  i s  t h e n  t h e  g o a l  o f  t h i s  s t u d y  t o  s p e c i a t e  
m a g n e s i u m  i n  u r i n e  s a m p l e s  b y  t h e  d e v e l o p e d  H . P . L . C . - A . A . 
s y s t e m  u s i n g  d i r e c t  i n j e c t i o n  m e t h o d .
2 . D E T E R MI N A T I O N  METHODS OF Mg
A l t h o u g h  t h e  i m p o r t a n c e  o f  m a g n e s i u m  i n  t h e  b o d y  h a s  b e e n  
K n o wn  s i n c e  1 3 2 0 ' s  f o r  m a n y  y e a r s  r e s e a r c h  w a s  s e v e r e l y  
h a m p e r e d  b e c a u s e  m a g n e s i u m  c o u l d  n o t  b e  m e a s u r e d  a c c u r a t e l y  i n  
b i o l o g i c a l  s y s t e m s .  Ma n y  o f  t h e  e a r l y  s t u d i e s  w e r e  n u t r i t i o n a l  
o r  K i n e t i c .  T h e  e f f e c t s  o f  v a r y i n g  t h e  a m o u n t  o f  t h e  m e t a l  i n
t h e  d i e t  o f  a n i m a l s  w e r e  o b s e r v e d ,  o r  i t s  r o l e  i n  i s o l a t e d
b i o c h e m i c a l  s y s t e m s  w a s  i n v e s t i g a t e d .
T h e  g r e a t  v a r i e t y  o f  m e t h o d s  u s e d  i n  t h e  p a s t  f o r  
d e t e r m i n i n g  m a g n e s i u m  i n  b i o l o g i c a l  m a t e r i a l s  t e s t i f i e s  t o  t h e  
f a c t  t h a t  n o n e  o f  t h e m  w a s  c o m p l e t e l y  s a t i s f a c t o r y . M o s t  w e r e  
c u m b e r s o n e , i n d i r e c t ,  o r  e v e n  i n a c c u r a t e .  T h e  a c c u r a c y  o f  
m a g n e s i u m  d e t e r m i n a t i o n  w a s  g r e a t l y  i m p r o v e d  a f t e r  t h e
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i n t r o d u c t i o n  o-f a t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y  i n  t h e  l a t e  
1 9 5 0 ' s  b y  W a l s h  < 1 0 3 ) .  I t  i s  s t i l l  t h e  c u r r e n t  m e t h o d  o-f 
c h o i c e .  I t  i s  t h u s  t h e  i n t e n t i o n  o-f t h i s  s t u d y  t o  t a k e  
a d v a n t a g e s  o f  A . A .  a n d  t o  d e v e l o p s  a  d i r e c t  m e t h o d  f o r  
m a g n e s i u m  s p e c i a t i o n .  N e v e r t h e l e s s ,  s o m e  o t h e r  m e t h o d s  f o r  
m a g n e s i u m  d e t e r m i n a t i o n  w i l l  b e  s u m m a r i z e d  i n  t h i s  s e c t i o n .
O n e  o f  t h e  e a r l i e s t  m e t h o d  t o  e s t i m a t e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  m a g n e s i u m  i n  b i o l o g i c a l  s a m p l e s  w a s  t o  w e i g h  t h e  p r e c i p i t a t e  
o f  m a g n e s i u m  a m m o n i u m  p h o s p h a t e  < 2 3 6 ) .  L a t e r ,  a  c o l o r i m e t r i c  
m e t h o d  w a s  i n c o r p o r a t e d  t o  e s t i m a t e  m a g n e s i u m  a s  t h e  f o r m e d  
p h o s p h a t e  b y  t h e  r e d u c t  i o n  o f  p h o s p h o m o 1 y b d i c  a c i d  t o  
m o l y b d e n u m  b l u e  w h i c h  c a n  b e  d e t e r m i n e d  c o 1 o r i m e t r i c a l 1 y < 2 3 7 ) .  
D u e  t o  t h e  i n s t a b i l i t y  o f  t h i s  b l u e  s u b s t a n c e ,  a  b e t t e r  m e t h o d  
w a s  d e v e l o p e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  f o r m e d  p h o s p h a t e  a s  t h e  y e l l o w  
mo 1 y b d i v a n a d o p h o s p h o r i c  a c i d  w h i c h  i s  s t a b l e  o v e r  h o u r s  < 2 3 8 ) .  
O t h e r  n o t a b l e  r e a g e n t s  u s e d  f o r  n a g n e s i u m  d e t e r m i n a t i o n s  
i n c l u d e  T i t a n  y e l l o w ,  8 - h y d r o x y q u i n o 1 i n e  a n d  E r i o c h r o m e  B l a c k  T 
< 2 3 9 ) < 2 4 0 ) < 2 4 1 ) .
I n s t r u m e n t a l  s p e c t r o s c o p i c  m e t h o d s  f o r  m a g n e s i u m  
d e t e r m i n a t i o n  w h i c h  w e r e  r e v i e w e d  b y  J e n s e n  a n d  c o - w o r k e r s  
i n c l u d e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  < f l a m e  a n d  n o n f l a m e ) ,  f l a m e  e m i s s i o n  
a n d  I C P - e m i s s i o n  < 2 2 2 ) .  H o w e v e r ,  a t o m i c  a b s o r p t i o n  
s p e c t r o m e t r y  i s  c u r r e n t l y  t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  f o r  r o u t i n e  
q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  d u e  t o  i t s  s p e c i f i c i t y ,  e a s y  s a m p l e  
p r e p a r a t i o n ,  g o o d  s e n s i t i v i t y ,  r e a s o n a b l e  a n a l y s i s  s p e e d  a n d  
g o o d  p r e c i s i o n  a n d  a c c u r a c y .
B .  EXP ERI MENTAL
1 .  I NS TRUMENTATI ON AND CHEMI CALS
a .  I NS TRUMENTATI ON
I n s t r u m e n t a t i o n  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  t h e  s a m e  a s  t h o s e  
d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r  i n c l u d i n g  H . P . L . C .  c o l u m n s .
b .  CHEMI CALS
< i > .  M a g n e s i u m  r i b b o n  - -  A l f a  P r o d u c t .
< i i > .  E t h y l e n e  d i a m i n e  - -  J .  T .  B a K e r  C h e m i c a l  C o .
< i  i i >.  H y d r o c h l o r i c  A c i d  - -  J .  T .  B a K e r  C h e m i c a l  C o .  
< i v > .  D e i o n i z e d  w a t e r  —  P r e p a r e d  i n  t h e  l a b .
2 .  E X P E R I M E N T A L  PARAMETERS
I n s t r u m e n t a l  p a r a m e t e r s  u s e d  i n  m a g n e s i u m  s t u d y  a r e  a s  
f o l l o w  i n g
< i > .  Mg h o l l o w  c a t h o d e  c u r r e n t :  10  mA
< i i > .  W a v e l e n g t h  : 2 8 5 . 2  n m 
< i i i > .  S l i t  s e t t i n g  : 4  < 0 . 7  n m ) .
< i v > .  F l a m e  t y p e  : l e a n ,  b l u e  o x i d i z i n g  a i r - a c e t y 1 e n e
f  1 a me  .
< v > .  G u a r d  c o l u m n  : W e s c a n  I o n  G u a r d  C a t i o n  - -  2 G 9 - 0 0 5  
< v i > .  S e p a r a t i o n  C o l u m n  : W e s c a n  C a t i o n  /  H S - 2 6 9 - 0 2 4 .  
< v i i > .  H . P . L . C .  f l o w  r a t e  : 1 . 0  m l / m i n .
< v i i i > .  M o b i l e  p h a s e  : 2 . 0  mM e t h y l e n e  d i a m i n e  a q u e o u s  
s o l u t i o n  w i t h  p H 6 . 1 .
< i x > .  U l t r a s o n i c  f r e q u e n c y  : 5 7 . 7  KHz
<x >.  U l t r a s o n i c  p o w e r  s u p p l y  v o l t a g e  : 1 2  v o l t s .
3 .  EXP E RI ME NT AL  PROCEDURES
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M a g n e s i u m  s t o c K  s t a n d a r d  s o l u t i o n ,  1 0 0 0  p p m ,  w a s  p r e p a r e d  
b y  d i s s o l v i n g  1 . 0 0 0  g o-f m a g n e s i u m  r i b b o n  i n  a  m i n i m u m  v o l u m e
o-f <1 + 1 )  H C 1 . T e s t i n g  s o l u t i o n s  o-f d i s i r e d  c o n c e n t r a t i o n s
w e r e  p r e p a r e d  b y  d i l u t i o n  o-f t h e  s t o c K  s o l u t i o n  u s i n g  d e i o n i z e d  
w a t e r  a n d  v o l u m e t r i c  - f l a s K s .
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 . 1 £ 0 £  g m o-f 
e t h y l e n e  d i a m i n e  i n  a  1 0 0 0  ml  v o l u m e t r i c  - f l a s K  w i t h  d e i o n i z e d  
w a t e r .
I n o r g a n i c  m a g n e s i u m  s o l u t i o n  w a s  t h e  o n l y  s t a n d a r d  u s e d  i n  
t h i s  s t u d y .  C h r o m a t o g r a p h  i c  c o n d i t i o n s  a n d  m o b i l e  p h a s e  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  e l u t i o n  o-f m a g n e s i u m  i o n  - f r o m t h e  c o l u m n .
U r i n e  a n a l y s e s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  d i r e c t  i n j e c t i o n s  i n t o
t h e  H . P . L . C . - f t . A .  s y s t e m  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  w i t h o u t  f u r t h e r  
c h e m i c a l  t r e a t m e n t .
A f t e r  e a c h  u r i n e  s a m p l e  i n j e c t i o n ,  t h e  c o l u m n  w a s  c l e a n e d  
b y  c o n t i n u o u s l y  r u n n i n g  m o b i l e  p h a s e  t h r o u g h  i t .  N o r m a l l y  5 0 0  
ml  o f  m o b i l e  p h a s e  w a s  r e q u i r e d  f o r  t h i s  p r o c e s s .
C .  R E S U L T S  AND D I S C U S S I O N
A c h r o m a t o g r a m  o f  i n o r g a n i c  m a g n e s i u m  i o n  i s  s h o w n  a s  
f i g u r e  6 6 .  O n l y  a  s i m p l e  s o l u t i o n  o f  e t h y l e n e  d i a m i n e  w a s  
n e c e s s a r y  t o  e l u t e  m a g n e s i u m  i o n  f r o m  t h e  c o l u m n .  U n l i K e  
e l u t i o n  o f  z i n c  c o m p o u n d s ,  t a r t a r i c  a c i d  w a s  n o t  n e c e s s a r y .
T h i s  h a s  b e e n  d u e  t o  l e s s  i n t e r a c t  i o n  b e t w e e n  m a g n e s i u m  a n d  t h e  
r e s i n  t h a n  z i n c  a n d  t h e  r e s i n .
F i g u r e  6 7  s h o w s  a  c h r o m a t o g r a m  o f  u r i n e  s a m p l e s .  T h r e e  
p e a K s  w e r e  d e t e c t e d .  T h e  m a j o r  s i g n a l  w i t h  t h e  s a m e  r e t e n t i o n
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ABS ORBANCE
0 . 7 0
Column: Wescan HS/Cation 
Mobile Phase: 2.0 mM EDA 
pH 6.1 





Retention Time: 2'45 
40 ul, 0.5 ppm
0.30
0 . 2 0
0 . 1 0
0.00
6 5 03 2 14 TIME
Figure 66. Chromatogram of Magnesium Ion Using 
H.P.L.C.-A.A.
LIQUID C H R O M A T O G R A M  O F  URINE 
U S I N G  AA A S  M g  S P E C I F I C  D E T E C T O R
C O L U M N - W E S C A N  H S / C A T I O N
M O B I L E  P H A S E - 2 . 0  m M  E D A
p H  6 . 1
F L O W - 1 . 0  m l / m l n
9 8 7 6 5 4 3 2 1  0
R E T E N T I O N  T I M E  ( MI N  )
F ig u r e  6 7 .  L iq u id  Chromatogram o f  U r ine  U s in g
A.A. a s  Magnesium S p e c i f i c  D e t e c t o r
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t i m e  a s  m a g n e s i u m  i o n  i n d i c a t e d  t h a t  m a j o r i t y  o-f m a g n e s i u m  i n  
u r i n e  s a m p l e s  e x i s t e d  a s  m a g n e s i u m  i o n .  Two m i n o r  s i g n a l s  w e r e  
a l s o  d e t e c t e d .  O n e  h a d  s h o r t e r  r e t e n t i o n  t h a n  m a g n e s i u m  i o n  " 
t h e  o t h e r  w a s  r e t a i n e d  l o n g e r  i n  t h e  c o l u m n  t h a n  m a g n e s i u m  i o n .
No e - f - f o r t  w a s  p u t  i n t o  t o  - f u r t h e r  i d e n t i f y  t h e  t w o  m i n o r  
s i g n a l s .  W i d e  r a n g e  o f  c l i n i c a l  s a m p l e s  w i l l  b e  n e c e s s a r y  t o  
b r i n g  m o r e  s i g n i f i c a n c e  t o  t h i s  s t u d y .  N e v e r t h e l e s s ,  
d e v e l o p i n g  H . P . L . C . - A . A .  a l l o w s  o n e  t o  s t e p  f u r t h e r  i n  
b i o l o g i c a l  m e t a l  s p e c i a t i o n  w o r K .
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V I I .  CHAPTER 7  -  SUMMARY
F u r t h e r  i m p r o v e m e n t  o-f - f l a m e  A . A .  s e n s i t i v i t i e s  w a s  p r o v e d  
t o  b e  p o s s i b l e  u s i n g  t h e  u l t r a s o n i c  n e b u l i z e r  t o  i n c r e a s e  
n e b u l i z a t i o n  e f f i c i e n c y .  D e s a l v a t i o n  o f  d r o p l e t s  b y  h e a t  
o u t s i d e  t h e  f l a m e  a r e a  c a n  f u r t h e r  i m p r o v e  f l a m e  A . A .  
s e n s i t i v i t y .  T h e  u l t r a s o n i c  f r e q u e n c y  w h i c h  c o n t r o l s  t h e  
d r o p l e t  s i z e  c a n  b e  i n c r e a s e d  t o  f u r t h e r  i m p r o v e  f l a m e  A . A .  
s e n s i t i v i t i e s .  A l t h o u g h  o t h e r  f a c t o r s ,  s u c h  a s  d r o p l e t  
t r a n s p o r t a t i o n ,  d e s o l v a t i o n  o f  d r o p l e t ,  g a s  f l o w  c o n t r o l  a n d  
c h e m i c a l  i n t e r f e r e n c e  ma y  a l s o  a f f e c t  t h e  i m p r o v e m e n t .
I n t e r f a c i n g  H . P . L . C .  w i t h  f l a m e  A . A .  u s i n g  u l t r a s o n i c  
n e b u l i z e r  o f f e r s  m a n y  a d v a n t a g e s ,  s u c h  a s  e a s y  f l o w  r a t e  
m a t c h i n g ,  m i n o r  l o s s  o f  c h r o m a t o g r a p h i c  r e s o l u t i o n  a n d  e a s e  i n  
o p e r a t i o n ,  b e s i d e s  b e t t e r  s e n s i t i v i t i e s .  H . P . L . C . - A . A . p r o v e d  
t o  b e  a  u s e f u l  s y s t e m  i n  m e t a l  s p e c i a t i o n  w o r K  o f  e n v i r o n m e n t a l  
a n d  b i o l o g i c a l  s a m p l e s .
I t  u a s  u s e d  i n  t h e  s e c o n d  p a r t  o f  t h i s  d i s s e r t a t i o n  s t u d y
t o  s p e c i a t e  c h r o m i u m  < 1 1 1  > a n d  c h r o m i u m  < V I )  a s  w e l l  a s  z i n c
a n d  m a g n e s i u m  i n  u r i n e  s a m p l e s .  B o t h  r e v e r s e d - p h a s e  H . P . L . C .
a n d  i o n  c h r o m a t o g r a p h y  t e c h n i q u e  w e r e  u s e d .
T h i s  d i s s e r t a t i o n  r e p o r t s  t h e  f i r s t  d i r e c t  z i n c  a n d  
m a g n e s i u m  s p e c i a t i o n  s t u d i e s  i n  u r i n e .  W i t h  f u r t h e r  
i mp r o v e  me n t  o f  s e n s i t i v i t i e s  f o r  o t h e r  me t  a 1 s ,  mo r  e  me t  a  1 
s p e c i a t i o n  w o r k s  w i l l  b e  p o s s i b l e .  I n f o r m a t i o n  f r o m  t h e s e  
s t u d i e s  w i l l  h a v e  g r e a t  v a l u e s  i n  h e l p i n g  d i a g n o s e s  o f  m e t a l  
r e l a t e d  d i s e a s e s .
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I-t i s  n o  d o u b t  t h a t  - f u r t h e r  i m p r o v e m e n t  o-f t h i s  s y s t e m  i s  
p o s s i b l e  b y  u s i n g  a  h i g h e r  u l t r a s o n i c  - f r e q u e n c y  w i t h  a  b e t t e r  
d e s i g n  a n d  m o r e  a p p l i c a t i o n s  o-f t h i s  s y s t e m  i n  m e t a l  s p e c i a t i o n  
s t u d i e s  w i l l  b e  s u c c e s s f u l  u i t h  t h i s  H . P . L . C . - f t . A .  s y s t e m .
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L a b o r a t o r y ,  E n g l a n d  ( A u g u s t  1 9 7 3 ) .
2 3 .  H a r t a n g ,  R .  a n d  D i n m a n ,  B .  D . ,  E n v i r o n m e n t a l  M e r c u r y  
C o n t a m i n a t i o n ,  An n  A r b o r ,  M i c h i g a n ,  An n  A r b o r  S c i e n c e  
P u b l i s h e r s  ( 1 9 7 2 ) .
2 4 .  O r g a n i z a t i o n  f o r  E c o n o m i c  C o o p e r a t i o n  a n d  
D e v e l o p m e n t ,  M e r c u r y  a n d  t h e  E n v i r o n m e n t ,
P a r i s  ( 1 9 7 4 ) .
2 5 .  I r u K a y a m a ,  K . ,  F u j i k ' i ,  M.  ,  K a i ,  F . ,  a n d  K o n d o ,  T .  ,  
K u m a m o t s  M e d .  J .  1 5 ,  1 ( 1 9 B 2 ) .
2 6 .  K o j i m a ,  K . ,  a n d  F u j i t a ,  M.  , T o x i c o l o g y ,  1 ,  4 3  ( 1 9 7 3 ) .
2 7 .  J e n s e n ,  S . ,  a n d  J e r n e l o v ,  A . ,  N a t u r e  ( L o n d o n )  2 2 3 ,
7 5 3  ( 1 9 6 9 ) .
2 8 .  K u r l a n d ,  L .  T . , e t  a l . ,  W o r l d  N e u r o l o g y ,  1 ,
3 7 0  ( 1 9 6 0 ) .
2 9 .  Fu. j  iK i , M.  ,  K u m a m o t o  l g K .  Z . ,  3 7 ,  10  ( 1 9 6 3 ) .
3 0 .  W o o d ,  J .  M . ,  K e n n e d y ,  F .  S . ,  a n d  R o s e n ,  C .  G . ,
N a t u r e ,  2 2 0 ,  1 7 3  ( 1 9 6 9 ) .
3 1 .  D o d d ,  D.  a n d  J o h n s o n  M.  D . ,  O r g a n o m e t . R e v .  5 2 ,  1 
( 1 9 7 3 ) .
3 2 .  D e s i m o n e ,  R .  E . ,  P e n  l e y ,  M.  W. ,  C h a r b o n n e a u ,  L . ,
S m i t h , S . G . , a n d  W o o d , J .  M.  ,  H i l l ,  H .  A.  O . ,  P r a t t  , 
J .  M . ,  R i d s d a l e ,  S . ,  a n d  W i l l i a m s ,  R .  J .  P . ,  B i o c h i m .  
B i o p h y s .  A c t a ,  3 0 4 , 8 5 1  ( 1 9 7 3 ) .
3 3 .  R o b i n s o n ,  G.  C . ,  N o m e ,  F . ,  a n d  F e n d l e r ,  J .  M.  ,
J .  Am. Chem. S o c . 9 9 ,  496 ( 1 9 7 7 ) .
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3 4 .  C h u  , V.  C .  W.  a n d  G r u e n u e d l  ,  D.  W.  ,  B i o  i n o r g . C h e m .
7 ,  1 6 9  < 1 9 7 7  ) .
3 5 .  Y a m a m o t o ,  H . ,  Y o K o y a m a ,  T .  , C h e n  ,  C .  L . ,  a n d  K u a n ,
T .  ,  B u l l .  C n e m .  S o c . J p n . 4 8 ,  9 4 4 ,  < 1 9 7 5 ) .
3 6 .  C h a u ,  Y.  K . ,  a n d  W o n g ,  P .  T .  S . ,  O r g a n o m e t a l s  a n d  
O r g a n o m e t a l 1 o i d s  : O c c u r r e n c e  a n d  F a t e  i n  t h e  
E n v i r o n m e n t ,  ACS S y m p o s i u m  S e r i e s ,  S 3 ,  3 9 ,  Am.  C h e m .
S o c . ,  W a s h i n g t o n ,  D.  C .  < 1 9 7 8 ) .
3 7 .  R u d d ,  J .  W.  M . ,  F u r u t a n i ,  f t . ,  a n d  T u r n e r ,  M.  f t . ,
f t p p l . E n v i r o n .  M i c r o b i o l .  4 0 ,  7 7  < 1 9 8 0 ) .
3 8 .  R o w l a n d ,  I .  R . ,  D a v i e s ,  M.  J . ,  a n d  G r a s s o ,  P . ,  f t r c h .
E n v i r o n .  H e a l t h  3 1 ,  2 4  < 1 9 7 7 ) .
3 9 .  R o w l a n d ,  I .  R . ,  D a v i e s ,  M.  J . ,  a n d  G r a s s o ,  P . ,
X e n o b i o t i c a  8 ,  3 7  < 1 9 7 8 ) .
4 0 .  D ' l t r i ,  P .  f t . ,  a n d  D ' l t r i ,  F .  M . ,  M e r c u r y  
C o n t a m i n a t i o n  ! ft H u ma n  T r a g e d y ,  P . 1 5 ,  W i l e y  
( I n t e r s c i e n c e ) ,  New Y o r K  < 1 9 7 7 ) .
4 1 .  C r a i g ,  P .  T .  , a n d  B a r t l e t t ,  P .  D . ,  N a t u r e  < L a n d o n  ) 
2 7 5 ,  6 3 5  ( 1 9 7 8 ) .
4 2 .  A K a g i ,  H . ,  F u j i t a ,  Y . ,  a n d  T a K a b a t a K e ,  E . ,  C h e m .
L e t t .  1 7 1  < 1 9 7 5 ) .
4 3 .  A K a g i ,  H . , F u j i t a ,  Y . ,  a n d  T a K a b a t a K e ,  E . ,  N i p p o n  
K a g a K u  K a i s h i ,  1 1 8 0  < 1 9 7 4 ) .
4 4 .  A K a g i ,  H . ,  T a K a b a t a K e ,  E . ,  C h e m o s p h e r e  2 ,  131  < 1 9 7 3 ) .
4 5 .  L a n d a ,  E .  R . ,  S o i l  S c i . 1 2 8 ,  9  ( 1 9 7 9 ) .
4 6 .  H a y a s h i ,  K.  ,  K a u a i ,  S .  , a n d  M a K i , Y.  , J .  C .  S .  C h e m .
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Commur i  . P .  1 5 8  < 1 9 7 7 ) .
4 7 .  Br- i n c K m a n ,  F .  E . ,  a n d  I v e r s o n ,  Ul. P . ,  M a r i n e  
C h e m i s t r y  i n  " t he  C o a s t a l  E n v i r o n m e n t ,  ACS S y m p o s i u m  
S e r  i e s , N o . I S ,  P P . 3 1 9 - 3 4 £ ,  P m . C h e m ■ S o c . ,
W a s h i n g t o n ,  D.  C .  < 1 9 7 5 ) .
4 8 .  Z u c K e r m a n , J .  J . ,  e d . ,  O r g a n o t  i n  C o m p o u n d s  : New 
C h e m i s t r y  a n d  A p p l i c a t i o n s ,  A d v a n c e s  i n  C h e m i s t r y
S e r i e s ,  N o . 1 5 7 ,  Am.  C h e m .  S o c . ,  W a s h i n g t o n ,
D.  C .  < 1 9 7 S ) .
4 9 .  N a t i o n a l  I n s t i t u t e  - f o r  O c c u p a t i o n a l  S a - f e t y  a n d  
H e a l t h ,  C r i t e r i a  - f o r  a  R e c o m m e n d e d  S t a n d a r d  -  
O c c u p a t  i o n a l  E x p o s u r e  t o  I n o r g a n i c  M e r c u r y ,  
W a s h i n g t o n ,  D.  C .  < 1 9 7 3 ) .
5 0 .  T r u j i l l o ,  P .  E . ,  C a m p b e l l ,  E .  E . ,  a n d  E u t s l e r ,  B .
C . ,  U.  S .  P a t e n t  3 ,  9 3 3 ,  4 3 1 ,  J a n .  £ 0 ,  1 9 7 6 ,
a s s i g n e d  t o  U.  S .  E n e r g y  R e s e a r c h  a n d  D e v e l o p m e n t  
A d m i n  i s t r a t  i o n .
5 1 .  S a n d e l l ,  E .  B . ,  C o l o r i m e t r i c  D e t e r m i  i n a t  i o n  o f  T r a c e s  
o f  M e t a l s ,  I n t e r s c i e n c e  P u b l i s h e r s ,  I n c .  New Yo r K
< 1 9 5 9 ) .
5 £ . B a r r e t t ,  F .  R . ,  A n a l y s t ,  8 1 ,  £ 9 4  < 1 9 5 6 ) .
5 3 .  M i l t o n ,  R .  F . ,  a n d  H o s K i n s ,  J .  L . ,  A n a l y s t ,  7 £ 6  
< 1 9 4 7  ) .
5 4 .  A b b o t t ,  D.  C . ,  a n d  J o h n s o n ,  E .  I . ,  A n a l y s t ,  8 £ ,  £ 0 6
< 1 9 5 7 ) .
5 5 .  H u b b a r d ,  D.  M . , I n d .  E n g .  C h e m .  < A n a l .  E d . ) ,  I E ,
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5 6 .  C h o l a k ' ,  J . ,  a n d  H u b b a r d ,  D.  M.  , I n d .  E n g .  C h e m .
< A n a l . E d . )  1 8 ,  1 4 8  < 1 9 4 6 ) .
5 7 .  L a i r d ,  F .  W. ,  a n d  S r .  S m i t h ,  A . ,
I n d .  E n g .  C h e m .  ( A n a l .  E d . )
1 0 ,  5 7 6  < 1 9 3 8 ) .
5 3 .  M e t h o d s  - f o r  C h e m i c a l  A n a l y s i s  o f  W a t e r  a n d  W a s t e s ,
E n v i r o n m e n t a l  P r o t e c t  i o n  A g e n c y ,  C i n c i n n a t i ,  O h i o ,
4 5 2 6 3  < 1 9 7 1 ) .
5 9 .  A p p a r a t u s  f o r  F l a m e  l e s s  M e r c u r y  D e t e r m i n a t i o n s ,  
B r o c h u r e  f r o m  P e r K  i n - E l m e r  C o r p . ,  N o r w a l k ,
C o n n e c t i c u t  0 6 3 5 2  < 1 9 7 1 ) .
6 0 .  B r a m a n ,  R .  S . ,  A n a l .  C h e m .  4 3  < 1 1 ) ,  1 4 6 2  < 1 9 7 1 ) .
6 1 .  M a n n i n g ,  D.  C . ,  a n d  F e r n a n d e z ,  F . ,  A t o m i c  A b s o r p t i o n  
N e w s l e t t e r ,  7  < 1 ) , 2 4  < 1 9 6 8 ) .
6 2 .  B r a m a n ,  R.  S . ,  A n a l .  C h e m .  4 3  < 1 1 ) ,  1 4 6 2  < 1 9 7 1 ) .
6 3 .  R o t t s c h a f e r  , J .  M.  ,  J o n e s ,  J .  D . ,  a n d  M a r k ' ,  H .  B . ,
J r . ,  E n v .  S c i .  T e c h . ,  5  < 4 ) ,  3 3 6  < 1 9 7 1 ) .
6 4 .  S i v a s a n K a r a  P i l l  a y ,  K.  K . ,  T h o m a s ,  C .  C . ,  J r . ,
S o n d e l ,  J .  A . ,  a n d  H y c h e ,  C . M . ,  A n a l .  C h e m . ,  4 3  < 1 1 ) ,
< 1 9 7 1 ) .
6 5 .  T a n n e r ,  J .  T .  ,  F r i e d m a n , M.  H . ,  L i n c o l n ,  D.  N.  ,
F o r d ,  L .  A . ,  a n d  J a f f e e ,  M. ,  S c i e n c e ,  1 7 7 ,  1 1 0 2  < 1 9 7 2 )
6 6 .  B e c K n e 1 1 ,  D . E . , Ma r  s  h , R . H . ,
a n d  A 1 1 i e , W . , J r . ,  A n a l . C h e m . ,  4 2  
< 1 0 ) ,  1 2 3 0  < 1 9 7 1 ) .
1 4 1 9
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S 7 . F i s h b e i n ,  L . ,  C h r o m a t o g . R e v . ,  1 3 ,  S 3  ( 1 9 7 0 ) .
S S . L u c K o u ,  V . ,  a n d  R u e s s e ,  H.  f t . ,  C h r o m a t o g r a p h i a  9  
( 1 1 ) ,  5 7 8  ( 1 9 7 6 ) .
6 9 .  F u r u n o , J . ,  S u g a u a r a ,  N . ,  a n d  N a i t o ,  Y . ,  B u l l  
Y a m a g a c h i  M e d .  S c h . ,  £ 3  ( 1 )  4 3  ( 1 9 7 6 ) .
7 0 .  K a n d a ,  Y . , a n d  S u z u K i ,  N . ,  A n a l .  C h e m .  5 £ ,  1 6 7 E
( 1 9 8 0 ) .
7 1 .  N o r s e t h ,  T . ,  a n d  C l a r K s o n ,  T .  Ul . ,  B i o c h e m .  
P h a r m a c o l . ,  1 9 ,  1 1 7 4  ( 1 9 7 0 ) .
7 £ .  B r a m a n ,  R . ,  a n d  J o h n s o n ,  D.  ,  E n u i r .  S c i . T e c h . ,  8 ,  
9 9 6  ( 1 9 7 4 ) .
7 3 .  M a g o s ,  L . ,  A n a l y s t ,  9 6 ,  8 4 7  ( 1 9 7 1 ) .
7 4 .  M a t u s  i a K  ,  Ul. ,  C e - f o l a ,  M . ,  D a l  C o r t i v o  ,  L . ,  a n d
U m b e r g e r ,  C . ,  A n a l .  B i o c h e m . ,  8 ,  4 6 3  ( 1 9 6 4 ) .
7 5 .  G o u l d e n ,  P .  D . ,  a n d  A n t h o n y ,  D.  H.  J . ,  A n a l .  C h i m ,  
A c t a  1 £ 0 ,  1 E9  ( 1 9 8 0 ) .
7 6 .  U l e s t o o  , G . ,  A c t a  C h e m .  S c  a n d . ,  E 0 ,  E 1 3 1  ( 1 9 6 6 ) .
7 7 .  U l e s t o o ,  G . ,  A c t a  C h e m .  S c a n d . ,  £ 1 ,  1 7 9 0  ( 1 9 6 7 ) .
7 8 .  U l e s t o o ,  G . ,  A c t a  C h e m .  S c a n d . ,  £ £ ,  £ £ 7 7  ( 1 9 6 8 ) .
7 9 .  H a s s ,  H.  B . ,  N a t ,  P e t r o l .  N e w s ,  1 9 ,  £ 5 1  ( 1 9 £ 7 ) .
8 0 .  T u r n e r ,  N .  C . ,  N a t  P e t r o l .  N e w s ,  3 5 ,  R £ 3 4  ( 1 9 4 3 ) .
8 1 .  H e s s e ,  G . ,  a n d  T s c h a c h o t  i n  ,  N a t u r u  i s s e n s c h a - f  t e n  ,  3 0 ,  
3 8 7  ( 13 6 E ) .
8 £ .  C r e m e r ,  E . ,  a n d  P r i o r ,  F . ,  Z .  E l e K t r o c h e m . ,  5 5 ,
6 6  ( 1 9 5 1 ) .
8 3 .  C r e m e r ,  E . ,  a n d  M u l l e r ,  R . ,  M i K r o c h e m i e  V e r .
2 4 8
M i c r o c h i m .  A c t a ,  3 6  /  3 7 ,  5 5 3  < 1 3 5 1 ) .
8 4 .  C r e m e r ,  E . ,  a r i d  M u l l e r ,  R . ,  2 .  E l e K t r o c h e m . ,  5 5 ,
2 1 7  < 1 9 5 1 ) .
8 5 .  M a r t i n ,  A.  J .  P . ,  a n d  S y n g e ,  R .  L .  M . ,  B i o c h e m .  J . ,  
3 5  1 3 5 8  < 1 3 4 1 ) .
8 6 .  J a m e s ,  A.  T . ,  a n d  M a r t i n ,  A.  J .  P . ,  B i o c h e m .  J . ,  5 0  
6 7 3  < 1 3 5 2 ) .
8 7 .  J a m e s .  A.  T . ,  M a r t i n ,  A.  J .  P . ,  a n d  S m i t h ,  G.  H . ,  
B i o c h e m .  J . ,  5 2 ,  2 3 8  < 1 3 5 2 ) .
8 3 .  J a m e s ,  A.  T . , B i o c h e m .  J .  5 2 ,  2 4 2  < 1 9 5 2 ) .
8 3 .  J a m e s ,  A.  T . , a n d  M a r t i n ,  A .  J .  P . ,  A n a l y s t
( L o n d o n ) ,  7 7 ,  3 1 5  < 1 9 5 2 ) .
3 0 .  V a n  D e e m t e r , J .  J . ,  Z u i d e r w e g  ,  F .  J . ,  a n d
K1 i n K e n b e r y  ,  A . ,  C h e m .  E n g .  S c . ,  5 ,  2 7 1  < 1 9 5 6 ) .
3 1 .  G l u e c K a u f ,  E . ,  I o n  E x c h a n g e  a n d  I t s  A p p l i c a t i o n s ,  
S o c .  o f  C h e m . ,  L o n d o n ,  P . 3 4  < 1 3 5 5 ) .
9 2 .  K l i n d e n b e r y ,  A . ,  a n d  S j e n  i t z e r ,  F . ,  C h e m .  E n g .  S c i . ,  
5 ,  2 5 8  < 1 9 5 6 ) .
3 3 .  Go l a y ,  M.  J .  E . ,  A n a l .  C h e m . ,  2 9 ,  9 2 8  < 1 3 5 7 ) .
3 4 .  R a y ,  N.  H . ,  J .  A p p l .  C h e m . ,  4 ,  2 1  < 1 3 5 4 )  ;  8 2 .
9 5  H a r 1 y ,  J . ,  Ne 1 ,  W. ,  a n d  P r e t o r i u s , V . ,  N a t u r e  1 7 7 ,
1 8 1  < 1 9 5 8 ) .
9 6 .  L o v e l o c K ,  J .  E . ,  J .  C h r o m a t o g r . ,  1 ,  3 5  ( 1 9 5 8 ) .
3 7 .  L o v e l o c K , J .  E . ,  N a t u r e  ( L o n d o n ) ,  1 8 1 ,  1 4 6 0  ( 1 3 5 8 ) .
9 8 .  L o v e  1 o c K ,  J .  E . ,  N a t u r e  ( L o n d o n ) ,  1 8 2 ,  1 6 6 3  < 1 3 5 8 ) .
3 3 .  L o v e l o c K ,  J .  E . ,  a n d  L i p s K y ,  S .  R . ,  J .  A m e r . C h e m .
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S o c . ,  8 2 ,  4 3 1  < I 9 6 0 ) .
1 0 0 .  C o u l s o n ,  D.  M . , a n d  C a u a n a g h , C .  A . ,  A n a l .  C h e m . ,
3 2 ,  1 2 4 5  < 1 3 6 0 ) .
1 0 1 .  C r e m e r ,  E . ,  K r a u s ,  T . ,  a n d  B e c h t o l d ,  E . ,  C h e m .  I n g .  
T e c h . , 3 3 ,  S 3 2  < 1 9 S 1  ) .
1 0 2 .  B r o d y ,  S .  S . ,  a n d  C h a n e y ,  J .  E . ,  J .  G a s  C h r o m a t o g r . , 
4 ,  4 2  < 1 9 6 6 ) .
1 0 3 .  W a l s h ,  A . ,  S p e c t r o c h i m .  A c t a ,  7 ,  1 0 8  < 1 9 5 5 ) .
1 0 4 .  D a g n a l 1 , R .  M . , T h o m p s o n ,  K.  C . ,  a n d  W e s t ,  T .  S . ,  
T a l a n t a ,  1 4 ,  5 5 1  < 1 9 6 7 ) .
1 0 5 .  D a g n a l l ,  R. M . , T h o m p s o n ,  K.  C . ,  a n d  W e s t ,  T .  S . ,  
T a l a n t a ,  1 4 ,  1 1 5 1  < 1 9 6 7 )
1 0 6 .  K a h n ,  H.  L . ,  a n d  M a n n i n g ,  D.  C . ,  A m e r i c a n  
L a b o r a t o r y ,  5 1 ,  A u g .  < 1 9 7 2 )
1 0 7 .  K a h n ,  H.  L . ,  A t .  A b s o r p t .  N e u s l . ,  7  < 2 ) ,  4 0  < 1 9 6 9 ) .
1 0 8 .  R o b i n s o n ,  J .  W . ,  A t o m i c  A b s o r p t i o n  S p e c t r o s c o p y ,
2 n d  e d . ,  M a r c e l  D e K K e r  ,  I n c . ,  New Y o r K  < 1 9 7 5 ) .
1 0 9 .  H a d e i s h i ,  T . ,  M c L a u g h l i n ,  R .  D . ,  S c i e n c e ,  1 7 4 ,
4 0 4  < 1 9 7 1 ) .
1 1 0 .  C a m p b e l l ,  W.  C . ,  a n d  O t t a w a y ,  J .  M . , T a l a n t a ,  2 1 ,
8 3 7  < 1 9 7 4 ) .
1 1 1 .  R o b i n s o n ,  J .  W . , V i d a u r r e t a ,  L .  E . ,  W o l c o t t ,  D.  K . ,  
G o o d b r e a d ,  J .  P . ,  a n d  K i e s e l ,  E . ,  S p e c t r o s c o p y  
L e t t e r s ,  8  < 7 ) ,  4 9 1  < 1 9 7 5 ) .
1 1 2 .  R o b i n s o n ,  J .  W . ,  a n d  W o l c o t t ,  D .  K . ,  a n d  C h i m .  A c t a  
7 4 ,  4 3  ( 1 9 7 5 ) .
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1 1 3 .  K i e s s e l ,  E . , D i s s e r - t . ,  LS U < 1 9 8 0 )
1 1 4 .  P e r K  i n  E l m e r  C o r p o r a t i o n ,  A n a l y t i c a l  M e t h o d  -For  
A t o m i c  A b s o r p t i o n  S p e c t r o p h o t o m e t r y .
1 1 5 .  F r  i b e r g ,  L . ,  a n d  V o s t a l  ,  J . ,  1 ' M e r c u r y  i n  t h e  
E n v i r o n m e n t ' ' ,  CRC P r e s s ,  C l e v e l a n d  < 1 9 7 2 ! ) .
1 1 S .  S o d e e ,  D . B . ,  J .  N u c i .  M e d . ,  4 ,  3 3 5  < 1 9 6 3 ) .
1 1 7 .  T e j n i n g ,  S .  a n d  O h m a n ,  H . ,  P r o c . 1 5 t h  I n t .  C o n g r .
O c c .  H e a l t h ,  V i e n n a ,  2 3 9  < 1 9 6 6 ) .
1 1 3 .  M i e t t i n e n ,  J .  K . ,  R a h o l a ,  T .  , H a t t u l a ,  T .  ,  R i s s a n e n ,  
K.  a n d  T i l l a n d e r ,  M . , A n n .  C h e m .  R e s . ,  3 ,  1 1 6  < 1 9 7 1 ) .
1 1 9 .  G e t t l e r ,  A.  0 . ,  Am.  J .  C l i n .  P a t h .  < T e c h .  S u p p l . )
7 ,  1 3  < 1 9 3 7 ) .
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